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Uber die 
Kohlensiureassimilation der roten Schwefelbakterien. II. 
Von 
Hans Gaffron. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 17. Mai 1935.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


In dieser zweiten Mitteilung werden die in der ersten! vorgelegten 
Versuche und die aus ihnen gezogenen SchluBfolgerungen bestatigt und 
erweitert. Ferner enthalt diese Mitteilung Versuchsergebnisse iiber den 
Stoffwechsel besonders schwefelreicher Bakterien, iiber die Bildung von 
Schwefelwasserstoff in Stickstoff und in Wasserstoff, iiber die Kin- 
wirkung von Kohlenoxyd, Blauséure und Thymol, tiber die Ausnutzung 
organischer Substanzen durch Thioeystis und iiber die wirksamen 
Farbstoffe. Mit Hilfe dieser Ergebnisse ist es endlich méglich, ein klares 
Bild des Stoffwechsels eines roten Schwefelbakteriums zu geben, das fast 
alle beobachteten Erscheinungen widerspruchslos umfaBt und verstand- 
lich macht und daher in den Hauptlinien richtig sein diirfte. Ich méchte 
es, weil es nicht nur die hier wiedergegebenen Experimente, sondern 
auch die friiher erschienene Literatur* leichter zu beurteilen erlaubt, 
an den Anfang dieser Arbeit stellen und die Beweise bei der Wiedergabe 
der Versuche folgen lassen. 


1. Der Stoffwechsel von Thiocystis. Versuch eines Umrisses. 

Den Stoffwechsel von Thiocystis halte ich fiir ein typisches, fiir alle 
Thiorhodaceen giiltiges Beispiel. Da mdéglicherweise bei verwandten 
Organismen kleine Abweichungen gefunden werden kénnten, so werde 
ich nur von ,,Thiocystis violacea’’ sprechen. 

Thioeystis vermag nach van Niel Kohlensaiure unter anaeroben 
Bedingungen in Gegenwart von Schwefelwasserstoff und anderer dieser 
Reduktionsstufe entsprechenden Schwefelverbindungen mit Hilfe der 
durch das Bakteriochlorophyll absorbierten Lichtenergie zu reduzieren. 
Wie van Niel (1. c.) gezeigt hat, fiihrt die Reaktion zunachst zur 
Bildung von Schwefel und bei Mangel an Schwefelwasserstoff und 
weiterer Bestrahlung schlieBlich zu Sulfat. Diese Assimilationsreaktion 


' H. Gaffron, diese Zeitschr. 269, 447, 1934. — ? C. B. van Niel, Arch. 
ft. Mikrobiol. 3, 1. 1931, dort umfassende Literaturiibersicht; Ff’. 1. Muller, 
ebenda 4, 131, 1933; P. A. Roelofsen, Proc. Amsterdam 37, 660, 1934. 
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ist fir das Leben von Thiocystis notwendig und durch keinen anderen 
Stoffwechselvorgang zu ersetzen. Bei UberschuB von Sulfiden (bzw. Thio- 
sulfat usw.) speichert die Thiocystis-zelle Schwefel in Trépfchenform auf, 
weil die Dehydrierung der Schwefelverbindungen zur Stufe des Schwefels 
erheblich rascher verlauft als die zur Sulfatstufe. 


Der Gewinn der Kohlenséurereduktion besteht aus organischen 
Assimilationsprodukten noch unbekannter Konstitution!. Im Dunkeln 
zerlegt Thiocystis die Assimilate durch einen Garungsvorgang, der 
unbekannte Saéuren, Kohlenséure und Wasserstoff liefert. Sowohl der 
Garungswasserstoff, wie molekularer, von auBen in die Zelle dringen- 
der Wasserstoff wird von ‘lhioeystis mit Hilfe der gespeicherten Schwefel- 
verbindungen zu Schwefelwasserstoff umgesetzt. Neben der Wasserstoff- 
gairung der Assimilate und der Schwefelwasserstoffbildung aus Wasser- 
stoff gibt es in Thiocystis noch eine dritte Dunkelreaktion, namlich die 
Bildung von Schwefelwasserstoff und Kohlenséiure auf Kosten vor 
organischen Verbindungen, also die Umkebrung der van Nielschen 
Reaktion. Dies ist der Weg, auf dem Thiocystis organische Substanzen 
zu verwerten vermag. Und man sieht leicht ein, daB geringe Mengen 
Schwefel in der Zelle geniigen, um bei Belichtung beliebige Mengen 
organischer Substanz umzusetzen. Eine direkte Vergaérung zugesetzter 
organischer Kérper durch ‘Thioecystis im Dunkeln halte ich ebenso 
wie van Nil nicht fiir méglich, weil sonst 'lhiocystis, wie andere An- 
aerobier, ohne Zufuhr von Lichtenergie leben und wachsen kénnte, was 
nach simtlichen verlaBlichen Erfahrungen nicht der Fall ist. Dagegen 
bewirkt das Licht eine erhebliche Beschleunigung der eben genannten 
Dunkelreaktionen: wahrscheinlich auf dem Wege tiber die Kohlensaure- 
reduktion, weil die noch nicht stabilisierten Primarprodukte der Assimi- 
lation besonders reaktionsfahig sind. Einige organische Substanzen, die 
allein weder im Dunkeln noch im Hellen sonderlich schnell angegriffen 
werden, werden im Licht bei gleichzeitig verlaufender Assimilation mit 
groBer Geschwindigkeit verbraucht. Kleine Partialdrucke von Sauerstoff 
werden von Thiocystis nur vertragen, wenn im umgebenden Medium 
geniigend Substanzen enthalten sind, auf die der Sauerstoff sofort 
iibertragen werden kann (Bavendamm®, Schneider*, Roelofsen®). 


Vergleicht man das hier Gesagte mit den Ergebnissen meiner 
Untersuchungen iiber den Stoffwechsel der Purpurbakterien ®, so zeigt 


Bei Versuchen, die Leibessubstanz von Thyocystis zu hydrolysieren, 
habe ich bisher keine reduzierenden Zucker gefunden. 2 Val. van Niel, 
lc. 8. 308. 3 WW. Bavendanm, Die tarblosen und roten Schwefelbakterien. 
Jena 1924. 1 E. Schneider, Beitr. d. Biol. d. Pflanzen 1S, 81, 1930. 

P. A. Roelofscn, Dissertation Rotterdam, S. 62, 1935. 8 H. Gaffron, 
diese Zeitschr. 260, 1, 1933; 275, 301, 1935. 
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1 sich, da& bei aller auBerer Ahnlichkeit in der Lebensweise bisher kaum 
‘ eine wichtige Reaktion aufgefunden worden ist, die Thiocystis und 
a Rhodovibrio gemeinsam. ware. 

s 


2. Die Versuche von P. A. Roelofsen. 


Mehr als ein halbes Jahr nach meiner ersten Mitteilung! hat A.J. 





n Kluyver eine Arbeit von P. A. Roelofsen vorgetragen, die das gleiche Thema, 
n den Stoffwechsel der Thiorhodaceen, behandelt *. 
T Die dort wiedergegebenen Versuche sind mit dem gleichen Bakterium 
r und der gleichen Methode ausgefiihrt worden: ,,The greater majority of my 
experiments was carried out, however, with a strain (d), which was isolated 
. by me from an enrichment culture sent by H. Ga/fron to the Microbiological 
|- Laboratory, Delft ... Being obligately anaerobic and obligately photo- 
f- synthetic, it belongs to the group of the Thiorhodaceae.* 
- Roelofsen beschreibt die Kohlensaiurebildung durch Thiocystis im 
a Dunkeln, die rasche, spater abklingende Kohlensiureassimilation bei Be- 
lichtung, die Saurebildung usw., Befunde, die bereits in den Protokollen 
: meiner ersten Mitteilung kurz aber unmifverstindlich erwahnt sind. Uber 
nh die Wirkung von Licht verschiedener Wellenlange schreibt er: ,,It seems 
n as though for the CO, assimilation, the red pigment can be spared at all, 
n at least for so far as an indirect activation of the pigment by the green 
one has not to be taken into consideration.*‘ Dabei ist die Frage nach 
" der Beteiligung der gelbroten Farbstoffe am photochemischen Proze8 
er bereits dur¢éh meinen Versuch mit infrarotem und blauem Licht eindeutig 
SO negativ beantwortet worden. 
n- Seiner Arbeit stellt er den Satz voran: ,,On the velocity of the metabolic 
as processes of the p.s. b. no observations had been made until now ...", 
erwahnt aber von meinen Versuchen die, die zu bestatigen ihm nicht ge- 
mm lungen ist, und von denen er daher glaubt, da®B sie falsch seien. Im Besitz 
n von Reinkulturen meint er, meine Annahmen iiber die Dunkelreaktionen 
e- in Thiocystis widerlegen zu kénnen. 
1i- In my opinion the foregoing experimental results warrant the con- 
— clusion that the above mentioned statements of Gaffron regarding the 
metabolic activities of the Thiorhodaceae are untenable.‘ 
en Er nimmt an, daS ich gar nicht den Stoffwechsel von Thiocystis, 
it sondern den eines anderen Bakteriums gemessen hatte. 
oft A recent example of the confusion, which may arise from neglecting 
m the requirement of purity of the cell material employed, is to be found in the 
investigation of Gaffron (1934) previously mentioned.* 
rt Roelofsen sind nicht nur bei der Beurteilung meiner Versuche, sondern 
auch seiner eigenen viele wichtige Tatsachen entgangen. Die Divergenz 
ioe zwischen seinen Ergebnissen und den wirklichen Verhaltnissen ist so grobs, 
| daB fast jeder Satz einer Richtigstellung bediirfen wiirde. Es geniige hier, 
et ein einziges Beispiel anzufiihren. Roelofsen hat die neue und interessante 
Beobachtung gemacht, daB Thiocystis im Dunkeln molekularen Wasserstoff 
aufnimmt, und glaubt daher eine Reduktion der Kohlenséure durch 
ay Wasserstoff gefunden zu haben, die bereits im Dunkeln stattfindet und 
a durch Licht nur beschleunigt wird. 
on. ' Diese Zeitschr. 269, 447, 1934. * P. A. Roelofsen, Proceedings 


Acad. Wissensch. Amsterdam 37, 660, 1934, ferner Dissertation, Rotterdam. 
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there cannot be any doubt as to a carbon dioxide assimilation 
in the dark under these conditions. ... This process went on much more 
rapidly when the suspensions were illuminated, which acceleration is 
probably due to a kind of sensibilisation process. The proportion of H, 
to CO, taken up, could not yet be determined exactly, since large deviations 
were found in parallel experiments.” 

Was Roelofsen in Wahrheit beobachtet hat, sind zwei verschiedene 
Reaktionen, die sich iiberlagern: die Bildung von Schwefelwasserstoff aus 
Wasserstoff im Dunkeln und die bekannte Reduktion der Kohlensiéiure 
durch diesen Schwefelwasserstoff im Hellen. 

Auf experimentelle Mangel werde ich, so weit erforderlich, bei der 
Darstellung meiner Versuche eingehen. 


3. Methode der Stoffwechselmessungen. 


Was iiber die Anwendung der Warburgschen manometrischen Methode 
zur Messung des Stoffwechsels der Purpur- und roten Schwefelbakterien 
bereits friiher gesagt worden ist, gilt auch fiir die hier folgenden Versuche. 
Die kiirzlich beschriebene Anordnung zur gleichzeitigen Belichtung mehrerer 
nebeneinanderstehender ManometergefaBe erlaubt bis zu vier GefaBe 
annihernd gleichmaBig zu bestrahlen. Bei so veranderlichen Objekten, 
wie Thiocystiszellen, ist es viel giinstiger, entsprechende Messungen einer 
Versuchsreihe gleichzeitig, statt aufeinanderfolgend vorzunehmen. Die 
Tabellen Ile, XIII, XVI, XXI, XXIII lassen erkennen, daB auf diese 
Weise bei gleichen Ansitzen und groBen Ausschlagen die Abweichungen 
sehr oft weniger als 5% betragen. 

Gegeniiber den Angaben in der ersten Mitteilung habe ich die Konzen- 
tration der Zellmenge in der Versuchslésung erhéht, um die Reaktions- 
zeiten herabzusetzen (durchschnittlich 0,3 cem Zellen in 3 cem Suspension). 
Um so starker macht sich dabei der ,,Grundstoffwechsel** von Thiocystis, 
das sowohl Schwefelverbindungen wie organische Substanzen in groBer 
Menge zu speichern vermag, bemerkbar. Dies erschwert die Beobachtung 
des Einflusses der zugesetzten Substanzen. Trotzdem gelingt es durch 
Waschen und langere Belichtung oder Verdunkelung vor dem Versuch 
den Eigenstoffwechsel auf Null oder zumindest auf einen Bruchteil des zu 
erwartenden Effektes herabzudriicken (man vgl. hierzu Tabellen IIc, 
XVI, XVIT, XX, XXII, XXIII). 

Die verschiedenen Stoffwechselvorginge in Thiocystis, die unter 
normalen Bedingungen wohl alle gleichzeitig ablaufen, beeinflussen sich 
gegenseitig und heben sich in ihrer Wirkung nach auBen hin teilweise auf; 
sie sind verschieden empfindlich gegeniiber auBeren Einfliissen, ihre Ge- 
schwindigkeit andert sich stark mit der Konzentration der reagierenden 
Stoffe in der Zelle, mit der Wasserstoffionenkonzentration und der Tem- 
peratur des umgebenden Mediums und mit der Intensitaét und Farbe des 
absorbierten Lichtes. Es ist bei Thiocystis weit schwieriger zu quanti- 
tativen Aussagen iiber die Mengenverhaltnisse der in den Zellen miteinander 
reagierenden Stoffe zu gelangen, als etwa bei den Purpurbakterien. 

Bei Rhodovibrio konnte ich dig Versuchsanordnung so wahlen, dab 
isolierte Reaktionen in kurzer Zeit vollstandig abliefen und einfach zu 
reproduzierende Werte ergaben. Bei Thiocystis liegen die Verhaltnisse 
anders. Verschiedene Kulturen oder verschieden alte Suspensionen der 
gleichen Kultur geben stets verschiedene ,,f&ndwerte’. Auch mit den 
Versuchsbedingungen andern sich die Endwerte betrachtlich. D. h. fiir eine 











y 


“sr 


— 4 








ti- 
ler 


as 
Zu 


se 
ler 
en 














CO,-Assimilation der roten Schwefelbakterien. 


> Il. 
hestimmte Menge zugesetzter Substanz, z. B. Thiosulfat, erhalf man ganz 
verschiedene Mengen an absorbierter Kohlensdéuve (Tabelle XN N/T). Selbst 
wenn man unter Umstiénden eine schéne Ubereinstimmung in den Ver- 

; zugesetzte Substanz a : 
haltnissen , = findet', so beweist dies, wie aus der 

absorbierte Kohlensiure 

folgenden Untersuchung hervorgeht, streng genommen bloB, dai die Ver- 
suche mit der gleichen Bakteriensuspension ausgefiihrt worden sind. Trotz- 
dem werde ich von Endwerten sprechen, und meine damit, daB die be- 
treffende Zahl nicht die Geschwindigkeit, sondern den Gesamtumsatz 
einer Reaktion bedeutet. Praktisch erhalt man ausgesprochene Endwerte 
nur bei der Kohlensaureassimilation in Gegenwart bekannter Mengen von 
Sulfid, Thiosulfat oder Sulfit. Alle iibrigen Reaktionen klingen zu all- 
mihlich ab, als daf ihr Endpunkt mit Bestimmtheit festgestellt werden 
kénnte. Wir sind daher bei ihnen auf vergleichende relative Gesechwindig- 
keitsmessungen angewiesen. 

Fiir die Untersuchungen der Sulfid-Kohlensiureassimilation (van Niels 
Reaktion) habe ich wie in der ersten Mitteilung fast immer Thiosulfat an 
Stelle von Sulfid benutzt. Die Reaktion lauft mit Thiosulfat ebenso schnell 
ab wie mit Schwefelwasserstoff. In der Handhabung ist dagegen Thiosulfat 
viel bequemer als Schwefelwasserstoff. Eine Thiosulfatlésung ist kaum 
autoxydabel, neutral, reagiert daher nicht mit Kohlenséure und gibt beim 
Durechleiten von Gasen durch das Manometer keinen Schwefelwasserstoff 
ab. Eine Sulfidlésung weist die entgegengesetzten Eigenschaften auf und 
erschwert damit das quantitative Arbeiten. 

Ich habe in den folgenden Versuchen neben der Kohlensaiurebildung 
und -absorption in vielen Fallen die gleichzeitig auftretende Bildung von 
Saure und von Schwefelwasserstoff bestimmt. Verglichen mit der mano- 
metrischen Messung der Assimilations- und Garungsvorgiinge ist die Be- 
stimmung des Schwefelwasserstoffs noch ziemlich ungenau. Der Inhalt der 
Manometergefife wird rasch in iiberschiissige schwefelsaure Jodlésung 
von bekanntem Jodgehalt iibergespiilt und die Menge des Schwefelwasser- 
stoffs durch Riicktitration mit m/20 Thiosulfat festgestellt. Es geht hierbei 
Schwefelwasserstoff verloren. Fiir das, was zu beweisen war, hat sich das 
Verfahren jedoch als ausreichend erwiesen. Die Druckanderungen, die 
beim Verbrauch oder bei der Bildung von Schwefelwasserstoff von diesem 
selbst herriihren, habe ich vorliufig vernachlassigt. 

Die Druckanderungen sind in allen Fallen, in denen auBer Kohlensaiure 
kein anderes Gas in nennenswertem Betrag an der Reaktion teilnimmt, 
auf mm? Kohlenséure umgerechnet worden. In Versuchen, in denen neben 
Kohlensaéure auch Wasserstoff verbraucht worden ist, habe ich relative 
Druckanderungen in mm angegeben, wobei 1 mm 1!) j9999 Atm. entspricht, 
wenn die Schenkel der Manometer mit Brodies Lésung gefiillt sind. 

Die zur Fiillung der Gasriume der Manometer verwendeten Gase 
und Gasmischungen sind von den geringen Mengen Sauerstoff, die sie ent- 
halten, nicht besonders befreit worden. Thiocystissuspensionen, wie ich sie 
verwendet habe, absorbieren, besonders wenn sie in Gegenwart von Sulfid 
belichtet werden, diese Sauerstoffmengen in kiirzester Zeit vollstandig. 
Eine Schadigung der Bakterien braucht man dabei nicht in Betracht zu 
ziehen, da das Zentrifugieren und Waschen vor jedem Versuch in Beriihrung 
mit dem Sauerstoff der Luft, selbst unter Zusatz von Sulfid, als eine weit 
starkere MiBhandlung anzusehen ist. 


* Diese Zeitschr. 269, 449, 1934. 
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Kine Belichtungsperiode vor Beginn des eigentlichen Versuchs ist 
dagegen unerlaBlich, sowohl um die Anaerobiose vollkommen zu machen, 
als auch um den Stoffwechsel der Bakterien, der zuerst immer etwas beein- 
trichtigt erscheint, wieder auf normale GréBe zu bringen. Die Starke der 
Assimilation wahrend dieser Vorbelichtung unterrichtet auch dariiber, 
ob die Bakterien viel oder wenig assimilierbare Substanzen gespeichert 
haben, und davon wieder hangt die Genauigkeit der folgenden Messungen 
ab. Will man die ,,Eigengarung** und die Assimilation der Bakterien ohne 
jeden Zusatz untersuchen, so sind ,,gemastete’* Bakterien giinstig; in allen 
anderen Fallen sind diese so ungiinstig, da wahrscheinlich Loelofsens 
negative Ergebnisse teilweise darauf zuriickzufiihren sind. 

Roelofsen betont, wie wichtig es sei, die richtige Wasserstoffionen- 
konzentration in der Versuchsl6sung einzuhalten. ,,These precautions as 
to the adjustment of the py are essential, since p.s. b. are especially very 
sensitive to alower py. Bacteria, originating from a medium with a px 8,0 
show a distinctly reduced assimilation when the py of the suspension liquid 
is lower than 7,6. In most experiments I employed a suspension liquid 
with a py of 7,8... Auf eine bestimmte Wasserstoffionenkonzentration 
habe ich weniger Wert gelegt, als auf die Méglichkeit, die Saurebildung und 
die Schwankungen des Gehalts an Bicarbonat in der Lésung verfolgen zu 
konnen. Es ist denkbar, daB Anderungen der Wasserstoffionenkonzen- 
tration die Geschwindigkeiten bei einzelnen Reaktionen verschieden stark 
beeinflussen und da daher die Mengenverhiltnisse der Reaktionsprodukte 
vom py abhaingen. Die Natur der Stoffwechselvorginge diirfte von der 
Wasserstoffionenkonzentration wohl kaum beriihrt werden, und vor die Wah! 
gestellt, Neues zu finden oder py konstant zu halten, habe ich mich vor- 
laufig fiir ersteres entschieden. 

Zur Darstellung der Versuche sei folgendes bemerkt: Die Tabellen 
enthalten keine auf eine Normalzeit (z. B. 1 Stunde) umgerechneten Werte, 
sondern die in den auf der linken Seite angegebenen kurzen Zeitabstanden 
wirklich gemessenen Ausschlige. Diese Schreibweise hat den Vorteil, 
da8 man sofort ersehen kann, ob und in welcher Zeit nach Beginn des 
Versuches die Geschwindigkeit einer Reaktion, bezogen beispielsweise aut 
die Zeit von 10 Minuten, sich geaindert hat und um wieviel. Die Dauer 
der ganzen Versuche und den Gesamtumsatz erhalt man durch Addition 
der Zeiten und der zugehérigen MeBwerte. Dort, wo die Endwerte eine: 
Reaktion benétigt worden sind, ist dies bereits geschehen und durch die 
Bezeichnung (fortlaufend) —» gekennzeichnet. 

Anmerkung. Leider ist es nicht iiberfliissig, zu betonen, daB die Tabellen 
wichtiger sind und meist mehrenthalten als der beschreibende Text. Beziiglich 
meiner in Tabelle I in der ersten Mitteilung wiedergegebenen Versuche 
schreibt Roelofsen: ,,This author gives as his opinion that polythionic 
acids will be formed out of the Na,8,O;. More probable it seems to me, 
that in the first instance the thiosulphate will be converted into Na,SO, 
and sulphur.*‘ Hatte er sich die Zahlen etwas griindlicher angesehen, so 
ware die Bemerkung wohl unterblieben. (Neuerdings hat Robert L. Starkey 
bemerkenswerte Arbeiten iiber die Oxydation von Thiosulfat durch Bak- 
terien ver6ffentlicht.)! 


| R.L. Starkey, J. of Bact. 28, 365ff., 1934; J. General Physiol. 18, 
325, 1935; dort weitere Literatur. 
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at 4. Ziichtung von Thiocystis mit verschiedenem Gehalt an gespeichertem 
ns Schwefel. 
n- 


Die in der ersten Mitteilung angegebene Kulturmethode hat sich so 








* bewahrt, daB sie véllig unverandert beibehalten wurde. Die Vermehrung 
rt der Bakterien erfolgt sehr rasch und ohne starke Schwefelspeicherung. 
n Ich habe meist die Kulturen nur 4 bis 6 Tage wachsen lassen und dunkel- 
1e rotes, erstaunlich reines Material erhalten. P. A. Roelofsen ist allerdings 
der Meinung, da meine Massenkulturen geniigend fremde Bakterien 
- enthalten hatten, um alles das, was er nicht gefunden hat, in meinen 
"I Versuchen vorzutauschen. Davon kann, wie ich mich erneut iiberzeugt 
= habe — und der ganze Verlauf meiner Untersuchungen beweist es — gar 
ry keine Rede sein. Mit Thiocystis, die in Fixiersalzlésung gezogen werden, 
0 ist es méglich, wie mit Griinalgen, beispielsweise den so bekannt ge- 
- wordenen Chlorellakulturen, zu arbeiten. 
“a Fir Biologen, die der hier angewendeten Art von Stoffwechsel- 
id untersuchungen fernerstehen, sei betont, daB es bei der manometrischen 
at Messung nicht darauf ankommt, ob Verunreinigungen iiberhaupt vor- 
of handen sind, sondern wieviel. Aus Tabelle Ila bis ¢ geht im iibrigen 
. hervor, da} gerade unter den Bedingungen, die der reichlichen Ver- 
er mehrung fremder Bakterien giinstig gewesen sind — bei Sauerstoff- 
hl zutritt oder in organischen Nahrmedien — nichts anderes als eine 
r- Schidigung des Stoffwechsels der roten Schwefelbakterien festgestelt 
werden konnte. Bei frisch aus Rohkulturen gewonnenen Stémmen von 
- Thiocystis treten gelegentlich Grimalgen als hartnackige und ihrer 
vi Sauerstoffproduktion wegen sehr schidliche Begleiter auf. Durch mehr- 
il. maliges Uherimpfen und Kultivieren im infraroten Licht lassen sich 
es diese Verunreinigungen véllig entfernen. 
ut Die in der normalen anorganischen Nahrlésung gewachsenen 
sm Bakterien treten als héchst bewegliche Kinzelzellen auf, nur gelegentlich 
e als Diplokokken. Der Gehalt an gespeichertem Schwefel ist gering 
‘ie und die Farbe in diinner Suspension leuchtend rot. 

Sowohl van Niel (1. ¢.) wie Roelofsen (1. c.) geben an, daB unter ge 
on wissen Umstanden die Bakterien sehr groBe Mengen Schwefel speichern, 
ch an Volumen stark zunehmen und eine weibliche Farbe bekommen. Eine 
“4 nihere Kennzeichnung der Umstinde, unter denen die Schwefelspeiche- 
ol rung erfolgt, wird nicht gegeben. Da einige meiner Versuche mit solchen 
D, ,.gemasteten’’ Bakterien ausgefiihrt worden sind, sei hier kurz be- 
sO schrieben, wie man sie gewinnt. Man zentrifugiert eine normale, reife 
4 Thiocystiskultur ab und suspendiert die Bakterienmasse in einer Losung 

; von 0,5°% Natriumbicarbonat und 0,1°, Natriumhydrosulfid, deren 
Volumen '/, oder |, der urspriinglichen Kultur betragt. Die Suspension 
9 wird wie die gewéhnlichen Kulturen in einer geschlossenen Flasche bei 


35° belichtet. Nach kurzer Zeit ist eine Farbaénderung bemerkbar, 
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und nach !2 bis 16 Stunden sind die Bakterienleiber sehr angeschwollen, 
mit zahlreichen Schwefeltrépfchen gefillt und lassen sich schon bei 
niedriger Tourenzahl rasch abzentrifugieren. 

Genau den gleichen Effekt bewirkt ein Zusatz von 1°, Lactat zu 
einer normalen etwa 4 ‘Tage alten Thiocystiskultur. Eine vorher dunkel- 
rote Flasche bekommt im Laufe eines Tages die charakteristische weib- 
lich-rosa Farbung. Diese zweite Methode ist nicht ganz so sicher, weil 
die Bakterien gelegentlich keinen Schwefel speichern, sondern sich nur 
rascher vermehren. Interessanterweise bewirkt dagegen Zusatz von 
Malat fast immer eine raschere Vermehrung ohne Schwefelspeicherung. 

Wie ist nun die Wirkung des Lactats in einem Kulturmedium, in 
dem fast der ganze Sulfidvorrat bereits verbraucht worden ist, zu er- 
klaren ? Kaum anders, als dali Thiocystis fahig ist, mit Hilfe der orga 
nischen Substanz Schwefel und oxydierte Schwefelverbindungen in 
Sulfid zuriickzuverwandeln. Durch den Lactatzusatz wiid die Konzen 
tration an Sulfid in der Zelle stark erh6ht und die Wirkung ist die 
gleiche, als ob man die Bakterien in einer anorganischen Sulfidlésung 
suspendiert hatte. Eine Speicherung von Schwefel wid bei Belichtung 
stets eintreten, wenn die Konzentration an Schwefelwasserstoff gro 
ist, da die Kohlensadureassimilation unter gleichzeitiger Oxydation von 
Sulfid zu Schwefel erheblich rascher erfolgt als diejenige, bei der Schwefel 
bis zu Schwefelsiure oxydiert wird. 

Den morphologischen Anderungen der Bakterien entsprechen ebenso 
starke Schwankungen im Stoffwechse]. Angaben von  bestimmten 
Stoffwechselgr6Ben in Form des gewoéhnlich nach dem Beispiel von 

. , cmm Stoffwechselprodukt 
O. Warburg benutzten Quotien ten: 

Stunden = Trockengewicht in mg 
haben kaum einen Wert, solange nicht systematische Reihenversuche 
eigens zur Bestimmung dieser Quotienten gemacht worden sind. 

In meinen Versuchen variierte 


Yeo, dunkel zwischen + 0 und 4 6, 
OCU, hell zwischen - 2 ys 40, 
Qco, +H. hell zwischen — 10 ,, 100, 


5. Stoffweehsel von Thioeystis im Dunkeln bei Zusatz von Sulfat und von 
organischen Substanzen. 


Diejenige Beobachtung, die ich unter den in der ersten Mitteilung 
beschriebenen fiir die wichtigste gehalten habe, weil sie mir den ersten 
Ansatz zur Beantwortung der Frage nach dem charakteristischen 
Unterschiede im Stoffweehsel der Thio- und der Athiorhodaceen zu 
geben schien, hat Roelofsen nicht bestatigen kénnen. Seine Erfahrungen 
iiber die Wirkung von Sulfaten und von organischen Substanzen auf die 
Dunkelreaktionen in 'Thiocystis faBt er mit den Worten zusammen: 
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. Neither the addition of any of the organic substances mentioned nor 
7 that of the inorganic substances tried, affect the autofermentation.” 

Es gibt sehr viele Umstande, die bewirken kénnen, da ein Versuch 
. negativ ausfallt. Ich méchte nur erwihnen, daB ich selbst oft keine oder 
nur sehr geringe Wirkungen der zugesetzten Substanzen erhalten habe, 


: wenn der Stoffwechsel der gewaschenen Bakterien allein bereits ziemlich 
: groB gewesen ist. Die Versuche der Tabellen I und Ila bis ¢ habe ich 
. 


ausgefiihrt, nachdem ich Kenntnis von Roelofsens negativen Ergebnissen 


a erhalten hatte. Sie sind mit etwas gréBeren Bakterienmengen ausgefiihrt 
° worden, um die Beobachtungszeiten herabzusetzen. 
n 


Die in den ‘labellen Ila und Ib angefiihrten Versuche sollen 
zeigen, daB unter Bedingungen, bei denen Thiocystis stark geschadigt 








wird, die von Roelofsen vermuteten Verunreinigungen aber Gelegenheit 
a ee : J ° , - 
hatten, sich bemerkbar zu machen, iiberhaupt keine Kohlensaure- 
entwicklung gefunden wird. Weitere Wirkungen von organischen 
e . . - : ar : 
; Substanzen auf den Dunkelstoffwechsel von ‘ihiceystis findet man in 
‘ den Versuchen der Tabellen XXI, XXII, XXIV, aus denen hervor- 
fi geht, daB Brenztraubenséure rascher angegriffen wid als Milchsaéure. 
Mh m 
| Tabelle E. 
Thiocystis 6 Tage anorganisch gewachsen. S nur ganz wenig gespeichert. 
Einmal gewaschen. In 0,5°,iger NaH CO,-L6sung suspendiert, ohne Zusatz 
O von Sulfid. Je 3 cem Suspension 0,27 cem Zellen. 7’ 35°, Gas: 95% 
n N., 5% CO,. 
n l 2 3 
Ansatz 1. . «© «© «© «© © we @ 0.3eem m10 (NH4gj.SO0,4 -- 
y Batt Scale OE Oe 0.3cem m/10 Na-Butyrat 
ec temm CO, 
Thiocystis allein 
19 Min. dunkel . . xe + 8 +10 + 9 
109 , = hell Ae 7 — 6 4 
10 6s depkel ........ + 7 +7 + 6 
(Sulfat (Butyrat (wie vor) 
“zugegeben) zugegeben) 
n Thioeystis und ein Substrat 
10 Min. dunkel . teres nicht gemessen 
1 5 ; one eae + 21 + 11 + 9 
g 30. CO, . ied coertn ss + 58 + 30 + 23 
n (Butyrat (Sulfat (wie vor) 
n zugegeben) zugegeben) 
Thiocystis und zwei Substrate 
7 5 Mm. dunkel ..... nicht gemessen 
n 9 » ‘ ers 14 + 15 + 4 
e 10, a Getadee abe +31 + 26 + 9 
ay. ee eal + 87 + 98 + 46 


ee or nee ae ~ 16 — 16 














H. Gaffron: 
Tabelle Ila bis e. 

Thiocystis in 5 Tagen in 10 Liter anorganischer Kulturlésung ge- 

wachsen. Einmal in verdiinnter Bicarbonatl6sung unter Zusatz von etwas 

NaHS gewaschen; dann auf drei Flaschen von je 2 Liter Inhalt verteilt. 


Tabelle Ila. 
Thiocystis suspendiert in 0,5°, Bicarbonat, 0,1°3 Ammoniumchlorid. 
im Brutschrank 


20 Minuten mit Sauerstoff geschiittelt, dann bei 37 
aerob 24 Stunden stehen lassen. Zeigen im Mikroskop danach deutlich 
Verunreinigung durch fremde Bakterien. Zweimal in 0,2°5 Bicarbonat 
gewaschen, dann erneut in 0,2°4 Bicarbonat suspendiert und 24 Stunden 
bei Zimmertemperatur aerob stehen lassen. 

Mikroskopische Beobachtung ergibt am nachsten Tag: Die Zellen 
sehen hell aus, ohne Schwefeltropfen. Fast keine Eigenbewegung mehr. 
Verunreinigungen sind etwa im Verhialtnis 1:40 bis 1:60 vorhanden. 

Je 3 cem Suspension 0,3 ccm Zellen. Farbe Dunkelrot. 7 37°; 
Gas: 95%, N,, 5% CO,. 





Druckinderung in mm 


a) Thiocystis ohne Zusatz 


10 Min. dunkel. . . —6 —4 

b) Mit einem Substrat Sulfat zugegeben Malat zugeveben 
10 Min. dunkel. . . —2 2 

c) Nach 16 Std. 
10 Min. dunkel . . . + | + 0 


Tabelle Ib. 

Thiocystis ohne Thiosulfat in normaler Kulturlésung unter Zusatz 
von 0,5g Na-Malat und 0,5 g Ca-Lactat pro Liter im Dunkeln bei 37° 
24 Stunden im Brutschrank anaerob gehalten; dann 24 Stunden bei Zimmer- 
temperatur; haben sich nicht vermehrt, schwacher Geruch nach Schwefel- 
wasserstoff. Einmal in 0,194 Bicarbonat unter Zusatz von etwas NaHS 


gewaschen. 


Je 3cem Suspension 0,46 cem Zellen und 0,035 ¢ Trockengewicht. 
J 
“i 36,7°. Gas: 95% N,, 5% CO.,. 





1 9 


Druckinderung in mm 


Zeit — = : “ ae 
Zusatz von 0,1 ecm Zusatz von 0,1 cem 
m/10 Na-Malat, m/10 (NHyg)o SO4, 
0,05°/, m/10 NaHS 0,05°), m/10 NaHs 
10 Min. dunkel —1 —é 
10. «hell —4 — 5 


10 ., dunkel 
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Tabelle Ile. 


.- Thiocystis 5Tage anorganisch gewachsen. Farbe: Dunkelbordeauxrot, 
is wenig Schwefel gespeichert. Unter Zugabe von 0,07°5 NaHS abzentri- 
t. fugiert (15 Minuten), gewaschen mit 0,1°; Bicarbonat und etwas NaHs., 


Abzentrifugiert 10 Minuten bei 3000 Touren; in m 50 Bicarbonat, m 400 
NaHS suspendiert. 





"i Je 2cem Suspension 0,30 cem Zellen; 0,041 g¢ Trockengewicht 
k T 37°. Gas: 959% N,, 5% CO,. 
h 
1 2 3 
ut 
n Ansetz Y . . 2 O,leem n/10(NHy)oSO, O.leem n/10 Na, SO 
Amemz Ti. « s 0.3¢em je m/100 Malat-, Pyruvat-, Lactat-Gemisch 
Th Zeit emm CO 
e. 
L. 20 Min. dunxel 0 —1 —2 
™ (organ. Substanz (wie vor) (wie vor) 
zugeset zt) | 
, +8 0 0 
(Sulfat zugesetzt) (Sulfat und organ. (Sulfit zugegeben) 
Substanz zugesetzt) 
20 , ‘ + 16 16 0 
40, - + 40 + 39 - 5 
20 . hell — 15 - 19 ae 


(organ. Substanz 
zugesetzt) 


100) , = dunkel +119 127 +111 
19 . ~~ hell — 72 — 72 56 
Bea ve on | = 6 


Bemerkung. Stoffwechselgr6Be war auch nach 16 Stunden noch un- 
verandert. 


6. Stoffwechsel von Thioeystis, die sehr viel Schwefel 


Z 

70 gespeichert haben. 

F- In Abschnitt 4 haben wir gesehen, dafS man ,,gemastete* Thiocystis 

L. mit einem auBerordentlichen Gehalt an gespeichertem Schwefel leicht 
willkiirlich erzeugen kann. Nun ist es klar, daB die Aufnahmefahigkeit 
der Bakterien nicht unbegrenzt sein wird, und es lag nahe, zu unter- 

t. 


suchen, wie sich Thioeystis gegeniiber einem UherschuB an Kohlensiure 
und Sulfid verhalt. Roelofsen schreiovt dariiber: 

»As a matter of fact I was much surprised to find, that the part 
played by this stored sulphur apparently was very small. I never could 
observe any striking difference in the behaviour of bacteria of the same 
strain containing or not containing sulphur. One must conclude therefore, 
that the sulphur present in the Thiorhodaceae as a reserve food compound 
can only slowly be utilized.” 


Aus den Tabellen III bis V geht hervor, daB das Gegenteil richtig 
ist. Wahrend bei Bakterien, die arm an gespeichertem Schwefel sind, 





im Lichte unter normalen Bedingungen mit und ohne Zusatz von Sulfid 
5 > 
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Tabelle ITI. 

Thiocystis in 0,59 NaHCO,, 0,1°4 NaHS 16 Stunden belichtet. 
Danach sehr dick und voll von Schwefel, Farbe ganz blaB. 7 Minuten bei 
2500 Touren abzentrifugiert; setzten sich sehr leicht ab. 

Suspendiert in m/50 NaHCO,, m/200 NaHS. 

Je 3eccem Suspension 0,12 cem Zellen. 7 oi’, Gas: 905% N,, 
5% CO, Spur O,. 

Ohne Ausgleichszeit, Messungen sofort nach dem Einsetzen begonnen. 

(Doppelversuche. ) 





I 2 
a b a b 
Zeit Zeit : wa 
emm CO emm CO. 
abgegeben und abgexeben und 
aufgenommen . aufgenommen 
10 Min. dunkel 2— 1 10 Min. dunkel 0 0 
i  % a 1 0 10 . hell — 33 — 70 
wo = + 1 1 | ae “ 20 19 
Me. € + 8\+ 4 10 , dunkel + 18 + IS 
i " +10 + 7 io a + 14 + 16 
ows ms + 383+ 2 5 , hell 20 - 8 
ie 45 $ + 14 + 10 ry i a + 83' + 32 
iS. rs + 18 + 13 ae i + 40 + 39 
i 5 +101 + 96 60, > 172 + 166 
BO. y + 73 + 74 30 = + 8! + 70 
Mm “ + 26 ~— S| 7 + 16 -— 
65 . a + 152 
5... hell 65 
EO” 6 — 222 
ae ‘ — 208 
ws ” + 5 
10° ‘ 15 


75 + 200 


Summe: 300 Min. — 


~ 


immer nur eine Aufnahme von Kohlensaéure beobachtet worden ist, 
schlagt die Kohlensaureassimilation bei gemasteten Thiocystis trotz 
fortdauernder Belichtung sehr bald in eine starke Kohlenséureentwick- 
lung um. Verdunkelt man in diesem Stadium, so andert sich scheinbar 
nichts. Die Abgabe von Kohlensaure laiuft, langsam abklingend, weiter. 
Wird wieder belichtet, so tritt voriibergehend die normale Assimilations- 
reaktion auf. Nach einer kurzen Zeitspanne, die mit der Lange der vorauf- 
gegangenen Dunkelperiode wachst, tiberwiegt jedoch wieder die Bildung 
von Kohlensaéure. Die Kohlenséurebildung der gemasteten Bakterien 
im Hellen wie im Dunkeln ist, verglichen mit normalen Thiocystis un- 
gewohnlich groB. Um zu einer einfachen Erklarung dieser Beobachtungen 
zu gelangen, wollen wir annehmen, daB die Bakterien neben dem sichtbar 
gespeicherten Schwefel eine entsprechend groBe Menge an organischen 
Assimilationsprodukten enthalten, und da die hohe Konzentration 














i. 
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dieser Stoffe fiir die Tabelle IV. 
groBe Geschwindigkeit Thiocystis 3 Tage anorganisch gewachsen. 
der Dunkelreaktion ver- Darauf 0,6 g Calciumlactat pro Liter zugesetzt. 


nienetiie’ Di Thioeystis werden in 2 Tagen weiblich-rosa; 
a ‘ortlich = sel. es . S . ; 
. haben sehr viel S gespeichert. Zweimal unter 
vorausgesetzt, muB bei Zusatz von wenig NaHS gewaschen und in 


fortgesetzter Belichtung — verdiinnter Bicarbonatlésung suspendiert. 





der Augenblick ein- Je 2cem Suspension 0,08 cem Zellen. 
; T = 35°. Gas: 95% N,, 5% C 
treten, in dem die Ge- 7 = 35°. Gas: 95% Ny, 5% CO). 
schwindigkeit der Koh- seas 
. ° unke ; 
lensaurebildung — gleich - Hell (Gefits mit 
derjenigen der Kohlen Zeit verkleidet) 
sdureassimilation wird. ein Ok shania 
Bringen wir jetzt die 
Bakterien in ein Medi- 240 Min......)].. +4105 + 134 
um mit kleinerer Sulfid- | vprher 228 28 
5 f emm Bicarbonat | E : a 
konzentration, so wird | nathher 146 125 
die Assimilationsge- Differenz. . 2... 2... $2 103 
schwindigkeit fallen, die Saurebildung . . . . . . 59 77° 
Geschwindigkeit der 


Dunkelreaktionen jedoch unverandert bleiben. Manometrisch stellen 
wir daher trotz Belichtung eine Abgabe von Kohlensadure fest 
(Tabellen IV und V, Spalte 2). 


Tabelle V. 


Thiocystis in 6 Tagen anorganisch gewachsen. Schwefelhaltig. Suspen- 
diert in 0,5°4 Bicarbonat; 0,2°5 Thiosulfat. 
Je 3ccm Suspension 0,105cem Zellen. T = 29°. Gas: H,, N, 


und CO mit je 3° CO,. Im Ansatz der GefaBe etwas Bleipapier. 


Oo 





1 2 3 
Gas: Hy N; 


. co 
- ‘mm CO, aufgenommen bzw. 
mm Druckénderung : : a ; 


abgegeben 
10 Min. dunkel . .... 0 + 3 + § 
(Bleipapier schwarzt 
sich bereits) 

30, hell (Infrarotfilter 

oS eee — 556 + 16 — 39 
SO .. @umkel ... 2... — 59 +19 +17 

(Bleipapier (Bleipapier beginnt sich 
vollig schwarz) zu schwarzen) 

10 , hell (Infrarot) . . — 150 — 10 — 23 
mm . a Se Pre — 627 + 4 — 92 
Oo ~. “Ganket .. . . — 28 — 3 — 5 
) a . 3 rag ear — 25 + 23 
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Wird die Assimilation durch eine Dunkelperiode unterbrochen, so 
sammelt sich Sulfid in der Zelle an, die Konzentration steigt und 
bewirkt, daB bei nachfolgender Belichtung die Geschwindigkeit der 
Assimilationsreaktion die der Garungen fir einige Zeit ibertrifft. 

Weniger einfach laBt sich die Tatsache ableiten, daB sehr oft die 
Kohlenséurebildung im Hellen gréBer ist als im Dunkeln. Ich méchte 
vorlautig annehmen, daB mindestens eine der Dunkelreaktionen durch 
Licht beschleunigt wird. Diese Annahme steht — wie wir sehen werden — 
mit anderen Beobachtungen im Einklang. 


7. Bildung von Schwefelwasserstoff durch Thioeystis im Dunkeln. 

Die Schwefelwasserstoffbildung durch Thiocystis, die normaler- 
weise immer mit der Kohlensaurebildung im Dunkeln verbunden ist, 
laBt sich sehr einfach durch den Geruch, durch Bleipapier, durch 
Titration mit Jod in saurer Lésung nachweisen. 

Bringt man in den Ansatz eines mit Stickstoff gefiillten Manometers, 
das eine unbelichtete Suspension von Thiocystis enthalt, ein Stiickchen 
mit Bleiacetat getranktes Filtrierpapier, so wird dieses nach einiger 
Zeit schwarz (Talelle V, Spalte 2). 

Bestimmt man den Schwefelwasserstoffgehalt einer Thiocystis- 
suspension (einschlieBlich der Zellen) am Ende einer Assimilations- 
periode, so findet man wenig oder keinen Schwefelwasserstoff. LaBt 
man in einem Parallelversuch die gleiche Suspension nach der Be- 
lichtung einige Zeit im Dunkeln garen, so findet man gréBere Mengen H,S 
(siehe Tabellen VI, Spalte 2 und 4: XVI). Dies beweist, daB die 
Bildung von Schwefelwasserstoff einen Teil der Eigengirung ausmacht, 
und daB die vermehrte Bildung in Gegenwart von organischen 
Substanzen oder von Sulfat nur die Verstarkung eines normalen, auf 
Kosten von Reservestoffen verlaufenden Vorganges darstellt. 

Gegeniiber Toluol ist die Schwefelwasserstoffbildung aus Reservestoffen 
sehr weempf ndlich, wie aus Tabellen Vila, VIII, IX hervorgeht. Dies 
erinnert an die Versuche von H. L. A. Tarr! iiber die enzymatische 
Schwefelwasserstoffbiidung durch P. vulgaris und S. marcescens. Die 
Versuche sind so ausgefiihrt worden, daB die Bakteriensuspension in 
kleinen Flaschen mit einem Zehntel Volumen Toluol iiberschichtet, fest 
verschlossen und dann einige Male kraftig durchgeschiittelt worden ist. 
Unter diesen Bedingungen pflegen auch bei Brutschranktemperatur 
keine Organismen mehr zu wachsen. Sattigt man jedoch die Suspensions- 
fliissigkeit vor dem Versuch bei Zimmertemperatur mit Toluol auf der 
Schiittelmaschine, so wird auch die Schwefelwasserstoffbildung durch 
Toluol gehemmt. 


' H.L. A. Tarr, Biochem. J. 27, 1869, 1933; 28, 192, 1934. 
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Tabelle VI. 


Thiocystis wie Tabelle XVIII, schwefelhaltig, suspendiert in m/300 


Bicarbonat. 


Je 3cem Suspension 0,37 cem Zellen. 7 36°. Gas: Nj bzw. H, 
mit 5% CO.,. 





1 2 3 4 
P Ohne Zusatz von 0,3 cem etwa m5 NaHs 
Zeit Zusatz vor dem Versuch 
emm CO, 
30 Min. hell . . . + 24 — 209 — 192 233 
(fortlaufend) 
45 Min. hell . . . + 34 — 216 — 200 — 242 
¥ Summe 65 Min. hell + 47 — 222 — 206 — 248 
mit H,/5°,, CO, 
gefiillt 
mm 
5 Min. dunkel. .. . + 2 — QO (etwa — 200) — | 
ae a rarer + 7 abgebrochen, — 145 . 1 
H,S titriert 
5 a ee ez — 4 + 1 
tO- x © das + 106 — 44 + 131 
emm H.S 
Titration der Versuchs- 
HOMME 2 5. soe es - 170 525 390 


Tabelle VII. 

Thiocystis in Malatl6sung geziichtet. Einmal gewaschen, in 0,5°%% iger 
Bicarbonatlésung suspendiert. 15 Stunden im Dunkeln bei 35° gestanden. 
Farbe danach tiefrot. Abzentrifugiert, wieder in 0,5°%iger NaHCO,- 
Losung suspendiert. 

Je 3cem Suspension 0,2lceem Zellen. T 35°. Gas: 95°, N,, 


5°) CO,. (Zwei Kontrollen.) 


( 





1 2 


Zusatz von 


Ohne Zusatz es 
; 0,1 ecem Toluol 


cmm CO, entwickelt 


20 Min. dunkel Ausgleichszeit, nicht gemessen 
Be = oy b +4 + 24 
a « - nicht gemessen 

a = +3 + 20 


Im Manometer bewirkt der Zusatz von Toluol eine auBerordentliche 
und Janganhaltende Steigerung der Kohlensaurebildung, wie aus Ta- 
belle VIL hervorgeht. Da der hohe Dampfdruck des Toluols umstand- 
liche Kontrollmessungen erfordert, habe ich diese Erscheinung aus- 
fiihrlicher mit Thymol als Narkoticum untersucht (siehe Abschnitt 12). 
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Tabelle Vila. 


Je 5cem Thiocystis-Suspension 


Zellen; titriert je 2 cem. 


0,5 cem Toluol. T 





35°; 0,150 cem 





Jodverbrauch in cem m/20 Lésung . 


Nach 20 
Vorher 7 
ohne Zusatz 
0,04 0,77 


Tabelle VIII. 


Thiocystis stark schwefelhaltig. 


Bicarbonatlésung. 
Je 5cem = 0,350cem Zellen. Zur Titration benutzt je 2 cem Suspension. 


5 
Fai 


‘be: rosa. 


Std. 


mit etwa 
m/50 Butyrat 


0,72 


Suspension in 0,5°> iger 





a) Zu Beginn des 
suchs in allen Ansatzen 


b) Nach 24 Std. 


N 


sthrank bei 36 
1. ohne Zusatz 


im 
0 


Ver- 


Brut- 


2. +0,5eem Toluol 


Thiocystis, suspendiert in einer Lésung von 0,5°, Bicarbonat, 
Nach wenigen Stunden Verfarbung, 


HS und 1% Calciumlactat. 


Jodverbrauch 
in ecm 
m/20 Lisung 


0,38 


bo bo 
Oo 
Oro 


3 





4. 


ov. 


. + Natriumbutyrat, 
Konzentration etwa 
|) Sa ie ae 
+ (NHy)o SO4, Kon- 
zentration etwa m/50 
Wie 1., jedoch vorher 
auf 100° erhitzt 


Tabelle IX. 


Jodverbrauch 


in ce 


m/20 Lisung 


0.1% 
nach 


15 Stunden ist die Farbe von dunkelrot in ganz blaSrosa iibergegangen. 
Mit m/100 NaHS, m/50 NaHCO, gewaschen. Suspendiert in m/40 NaHCOs,, 
m/400 NaHS. 


Je 5cem Suspension 
Dunkel, Brutschrank 36°. 
Jodverbrauch in cem m/20 Lésung. 


0,180 cem Zellen in kleine Flaschen gefiillt. 





Suspension zu Beginn des Versuchs 


1.a) Thiocystis ohne Zusatz . 
bh) Vorher auf dem Wasserbad 


2.a) Thiocystis + 9,5cem Toluol . 


3. 
4, 


b) Vorher auf dem Wasserbad erhitzt 


erhitzt 


Thioeystis + 9,2 ceem m/20 Na’Butyrat 


Thiocystis + 0.2 cem m/20 Na/Butyrat 
+0,5eem Toluol 


0,40 
Nach 16 Std. 
1,62 
1,23 
1,96 


1,23 


Nach 30 


1,87 
0.93 


1,01 


Std. 


Eine unerwartete Beobachtung war die sehr rasche und starke 


Schwefelwasserstoffproduktion durch Thiocystis in Gegenwart von 
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Tabelle X. 


Thiocystis 4 Tage anorganisch gewachsen, zweimal gewaschen. Suspen- 





m 
diert in etwa m/60 Bicarbonat unter Zusatz von etwas NaHS. 
— Je 3cem Suspension 0,34cem Zellen, 7 36°. Gas: N, mit 
5% CO,, H, mit 5% COQ,. 
1 2 3 
Ansatz ee wae « Je 0.3 eem n/10 Thiosulfat 
No/5° 0 COs i _ - . 
GM fs a.n> Bials «9 pee Hl, 50/9 CO, N2/5°9 COQ H»/5%/g COs 
Zeit mm Druckinderungen 
Pr 
Oo Min. hell. ... «+ x 53 46 - 99 
2 ae + oe tw Tet Si — 5 — 35 — 129 
IO . d@unkel. « .. + 20 + 18 + 10 
ch 40, eR + 80 + 75 + 50 
g tiberall Thiosulfat zugesetzt 
3 Min. hell . .. — 65 — 54 — 49 
(fortlaufend ) 
¥ 45 Min. hell. . . . — 221 Endwert — 212 Endwert — 1769 
(Gasraum mit 
H, 5°'9 CO, gefiillt) 
oy aa ee — 72 + 4 — 195 
2 Min. dunkel. ... (Chergangszeit, nicht gemessen) 
re ent ee 4+ 4 - 28 — 28 
60, = ates + 22 t 145 + 61 
emm H,S (titriert nach 
dem Versuch) .. . 220 105 450 
Yo 
rh molekularem Wasserstoff. Nach den Angaben von Roelofsen assimiliert 
E Thiocystis Kohlensaure direkt mit Hilfe von Wasserstoff, eine Reaktion, 
. die auch im Dunkeln, wenn auch Jangsam, vor sich gehen soll. Bei der 
‘ Wiederholung eines solchen Versuchs (Tabelle V, Spalte 1) ergab sich 


folgendes. Die Druckanderungen entsprachen der von Roelofsen ge- 
gebenen Beschreibung. Jm seitlichen Ansatz des Manometers befand 
= sich jedoch ein Stiick Bleiacetatpapier. In kiirzester Zeit, wahrend in 
den Parallelversuchen unter Stickstoff die Schwefelwasserstoffbildung 
erst langsam einsetzte, wurde dieses Papier vollstaéndig schwarz. Es war 
zu vermuten, daB der von Roelofsen als so reaktionstrage beschriebene 
Schwefel in Thiocystis bei Gegenwart von Wasserstoff sehr schnell in 
Schwefelwasserstoff iibergeht!. Die Tabellen VI, X und XVIII zeigen, 
daB in den ManometergefiBen, die mit Wasserstoff gefiillt worden 
sind, stets die gréBeren Schwefelwasserstoffmengen angetroffen werden. 
Ferner treten bei nachtraglicher Fiillung eines ManometergefaBes, in dem 





' Quantitative Untersuchungen iiber bakterielle Sulfidbildung inWasser- 
ce stoff sind bereits vor einigen Jahren von .W. Stephenson und L. H. Stickland 
mn veréffentlicht worden. Biochem. J. 26, 215, 1931. 
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gerade eine gréBere Menge Kohlenséiure durch Thiocystis assimiliert 
worden ist, mit Wasserstoff, im Dunkeln starke negative Drucke auf, wie 
man sie sonst bei Belichtung beobachtet. Die Verdrangung der Stickstoff- 
kohlenséiuremischung durch eine Wasserstoffkohlensiuremischung bei 
diesem Versuch kann mit Hilfe eines druckregulierenden Steigrohres 
und eines Ventilstopfens ziemlich rasch ausgefiihrt werden. 3 Minuten 
vergehen jedoch meist, bis das Manometer zur nachsten Ablesung bereit 
ist. In dieser Zeit diirfte schon eine betrachtliche Menge Wasserstoff 
aufgenommen worden sein, die der Messung entgeht. Der Effekt ist 
also noch gréBer als aus der Tabelle VI ersichtlich. 

Auf Grund dieser Versuche erschien es mir notwendig, die Angaben 
von Roelofsen iiber das Verhalten von Thiocystis in Wasserstoff genauer 
nachzuprifen. 

8. Stoffwechsel von Thiocystis in Wasserstoff. 

Vor kurzem habe ich berichtet, daf8 Purpurbakterien (Rhodo- 
vibrio) in Wasserstoff bei Belichtung Koklensaiure assimilieren, wobei 
die entsprechende Menge Wasserstoff aufgenommen wird!. Die Mes- 
sungen in Phosphatpufferlésungen hatten Werte geliefert, die fiir das 
Verhaltnis H,/CO, die Zahl 2 ergaben. Da Roelofsen abnliches bei 
Thiocystis gefunden zu haben glaubte, habe ich geschrieben, daB ich seine 
Angaben bestatigen kénne. Diese Aussage ist voreilig gewesen; denn 
meine Bemihungen, die mit Rhodovibrio gegliickten Versuche mit 
Thiocystis zu wiederholen, haben ganz andere Ergebnisse gebracht. 
Das Verhalten von Thiocystis in Phosphatpufferlésung ist dem von 
Rhodovibrio sehr unaéhnlich. Eine gewaschene Rhodovibriosuspension 
zeigt in Wasserstoff bei A bwesenheit von Kohlensaéure sowohl im Dunkeln 
wie im Hellen praktisch keinen Stoffwechsel, bei Zugabe von Kohlen- 
siure,im Dunkeln ebensowenig, um dann bei Belichtung die zur Ver- 
fiigung stehende Kohlensaiure mit Hilfe des Wasserstoffs in kiirzester 
Zeit zu reduzieren. Thiocystis dagegen absorbiert Wasserstoff bereits 
im Dunkeln auch dann, wenn dafiir gesorgt ist, da weder Kohlensaure 
noch Sauerstoff sich im GefiB befinden (Tabelle XI, Spalte 1). Be- 
lichtet man, so bleibt die Wasserstoffabsorption entweder unverandert 
oder sie wird sogar kleiner. Letzteres erscheint zundchst unverstand- 
lich. Zugabe von Kohlensiure im Dunkeln verringert eher die 
Wasserstoffaufnahme, als daB sie sie vergréBert (Tabelle XII). Eine 
Kohlenstureassimilation im Dunkeln ist also nicht vorhanden.  Be- 
lichtet man danach, so zeigt sich endlich eine erhéhte Wasserstoff- 
absorption. Die zugesetzte Kohlenséiure wird assimiliert. Die Ab- 
sorption verlauft aber langsam und bleibt der Menge nach meist 


! Diese Zeitschr. 275, 312, 1935. 
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weit unter der von der Theorie geforderten Grenze. Die Pritfung mit 
Bleipapier und die Titration hingegen zeigen, da auch in Phosphat- 
lésungen Schwefelwasserstoff gebildet wird (Tabelle XI und XIII). 
Ich schlieBe aus diesen Versuchen, daB der Verbrauch von Wasserstoff 
durch Thiocystis im Dunkeln allein auf der Schwefelwasserstoffbildung 
beruht. Wenn Roelofsen findet, da& in Wasserstoff weniger Garungs- 
kohlensiure als in Stickstoff erscheint, und dies als einen Beweis dafiir 
ansieht, da Kohlensiure durch Wasserstoff im Dunkeln reduziert 
wird, so méchte ich darauf hinweisen, daB es nach den Versuchen von 
M. Stephenson und L. H. Stickland', W. Kempner*, F. Kubowitz°, 
C’. Schlayer* Garungen gibt, die durch Wasserstoff gehemmt werden. 
In der Tat muB man, wie ich in den folgenden Kapiteln zeigen werde, 
eine der Dunkelreaktionen von Thiocystis zu dieser Klasse von Garungen 
zihlen. 

Was die Reaktion zwischen Kohlenséure und Wasserstoff in 
Thiocystis bei Belichtung betrifft, so diirfte es recht schwer sein, zu 


Tabelle XI. 

Thiocystis 5 Tage anorganisch gewachsen. Ubertragen in 0,5% Bi- 
carbonat 0,1°4 NaHS und belichtet. Nach 24Stunden weiBrosa geworden, 
einmal mit Phosphatpuffer gewaschen, suspendiert in m/30 Phosphat- 
puffer, py 7,7. 

Je 3cem Suspension = 0,06 cem Zellen. 7’ = 29°, Gas: 20°, H, in N 
bzw. 20°% H, in CO. 





1 2 
OO. SS oo & ae ss 20°/y Ho, 809/9 Ny  20°/5 Hz, 8099 CO 
ae ee ee Je 0,2 cem 20°/,ige KOH, 3°/,iges 
Nag So Oy (zur Absorption von C O» und O») 
Ansatz + * ee ‘ Je 0,1 ecem Bleiacetatlisung in 


Filtrierpapier (zum Nachweis von H2S) 


Zeit emm H,. absorbiert 
10 Min. hell — 12 oe |) 
10 , dunkel - 20 ee 
40 , - — 45 — 32 
10. i: s — 10 8 
10 . hell = 2 ane 
10... me — 7 — 5 
10 . dunkel — 16 =~ 10 
() ae 8 — il — 10 
Summe: 110 Min. — 129 — 92 


Bemerkung. Das Bleipapier ist schwarz geworden. 


1 Stephenson u. Stickland, Biochem. J. 26, 712, 1932. 2 W. Kempner, 
diese Zeitschr. 257, 41, 1933; W. Kempner u. F. Kubowitz, ebenda 265, 
245, 1933. 3 F. Kubowitz, ebenda 274, 285, 1934. 10. Schlayer, 


ebenda 276, 460, 1935. 
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beweisen, da sie direkt bzw. iiber einen anderen Ubertrager als Schwefel 
verliuft. Auch die Tatsache, da Thiocystis nach Versuchen von 
Roelofsen organische Substanzen nicht mit Wasserstoff photochemisch 
zu reduzieren vermag, waihrend dies bei Purpurbakterien nach meinen 
Versuchen der Fall ist!, weist auf den charakteristischen Unterschied 
im Stoffwechsel der Purpur- und der roten Schwefelbakterien hin. Alles, 
was tiber den Stoffwechsel der letzteren bekannt geworden ist, zeigt 
deutlich, daB Schwefelwasserstoff und entsprechende Schwefelver- 
bindungen die einzigen Substrate sind, mit denen die Kohlensaure 
in belichteten Thiocystis reagiert. Die mehr oder weniger scharf be- 
tonten entgegengesetzten Angaben von van Niel, Miller und vor allem 
Roelofsen treffen teils nicht zu, teils sind sie nicht bewiesen. 


Tabelle XII. 

Thiocystis anorganisch gewachsen. 14 Stunden in Phosphatpuffer, 
pu 8 unter Zusatz von 0,594 Na-Lactat und 0,29, Thiosulfat belichtet. 
Frisch suspendiert in Phosphatpufferldsung py 8 (etwa m/30). 

Je 3cem Suspension 0,20 cem Zellen. T' = 29°, Gas: 20°, H, in N, 


bzw. in CO. 





1 2 
a en nee er gee ee 209/99 H/809/ No 209/9 H»/809/) CO 
I a4 ak) es) 5 Sab tak SS ra ee oe Je0,1cem m/20 Nag C O,-Léisung (vorher gekocht) 
Zeit emm Hp, absorbiert 

ge Le.) i a ee nicht gemessen 

10 rf he Se ae are — 9 — 3 

10 , hell (Infrarot Filter R. G. 9) —14 —19 

10 , dunkel ... Sessa hes —14 — § 

a % . ee eee (nicht gemessen. Carbonat zugesetzt) 
10 4, ‘ — — i 
80 , ss ee ed Ye eee —17 -— 7 
10. hell (inéverot)...... . — 50 — 45 
ee nea — 5 — 4 


Betrachten wir die Zahlen der Tabellen XI und XIII, so sehen wir, 
daB in Phosphatlésung Licht die Absorption von Wasserstoff durch 
Thiocystis herabsetzt. Diese ungewéhnliche Erscheinung stelle ich in 
-arallele zu der am Ende von Abschnitt 6 erwihnten Beobachtung, 
daB unter Umstainden die Kohlenséureentwicklung gemiasteter Thio- 
cystis im Licht ebenso groB oder gar gréBer sein kann als im Dunkeln 
und versuche, beides mit der Hypothese zu erklaren, daB der durch 
Licht beschleunigte Garungsvorgang eine Wasserstoffgarung sein kénnte *. 


! Diese Zeitschr. 275, 314, 1935. — ? Man vgl. hierzu ,,Hydrogen- 
lyasen‘‘ von MW. Stephenson u. L. Stickland, Biochem. J. 27, 1528, 1933. 
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Tabelle XIII. 
Thiocystis 4 Tage anorganisch gewachsen, dreimal mit Phosphatlésung 
(+ Spur NaHS) gewaschen. Suspendiert in m/25 Phosphatpufferlésung, 
PH hihi 
Je 3ccm Suspension = 0,3lecm Zellen. T 36°, Gas: 70% N,, 
30% H, und 70% Co, 30% Hz. 





1 2 

Gas H2,No 
H,/CO 

\| 4 b 

10 Min. hell. . ... + 3 — 2 — 25 
1 6C «C6 eikel wk Cs —13 — 13 + 10 
oo n ae — 52 — 55 — 37 
We OER 3 ka ce ch — 23 — 27 — 48 
30, dunkel ... — 38 — 39 — 29 
ie | ae — 21 — 20 — 30 


emm H,S$ in 3cem 
vorher: 45 ~ —- 
nachher: 168 


Es wiirde dann normalerweise in roten Schwefelbakterien nicht der 
Wasserstoff selbst, sondern dessen Reaktionsprodukt mit dem durch 
die Assimilation entstandenen Schwetel, namlich Schwefelwasserstoff, 
erscheinen. Eine Annahme, die zu den Tatsachen nicht im Widerspruch 
steht. Weiter miiBte, wenn fiir eine gréBere Menge an organischen 
Substanzen bei einem geringen Bestande an reduzierbaren Schwefelver- 
bindungen in der Zelle gesorgt ist, freier Wasserstoff abgegeben werden. 
Dies ist auch in Wirklichkeit der Fall. Es ist das Verdienst von Roelofsen}, 
die Bildung von Wasserstoff durch rote Schwefelbakterien, die in einer 
Peptonlésung gezogen wurden, beobachtet und bewiesen zu haben. 
Da Pepton ein unphysiologischer Nahrboden fiir Thiorhodaceen ist, 
sieht Roelofsen in der Wasserstoffentwicklung eine Degenerations- 
erscheinung der Bakterien, die méglicherweise erst bei der Autolyse 
auftritt. Ich glaube eher, daB der unphysiologische Nahrboden, die 
,, Uberernahrung‘‘, einen normalen, gewohnlich durch die H,S-Bildung 
verdeckten Vorgang zutage treten laBt. 


9. Wirkungen des Kohlenoxyds als Beweis fiir das Auftreten einer Wasserstoff- 
girung im Stoffwechsel von Thioeystis. 


Auf der Suche nach einem Mittel, mit dem sich die vermutete 
Wasserstoffgirung in Thiocystis eindeutig nachweisen lieBe, fand ich 
bei F. Kubowitz? folgende Angaben, die sich auf die oben zitierte Literatur 


1}. ¢c. 8.10. Dissertation 8. 55. 2 Diese Zeitschr. 274, 285, 1934. 
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iiber Wasserstoffgarungen beziehen: ,,.Nach meinen Erfahrungen werden 
alle Garungen, bei denen molekularer Wasserstoff frei wird, durch 
Kohlenoxyd gehemmt, z. B. auch die Gasentwicklung in Bacillus coli 
aus Zucker oder aus Ameisensdure und die Gasentwicklung in Butter- 
sdurebakterien aus Brenztraubensaéure. Dagegen habe ich mich nochmals 
davon iiberzeugt, dal} weder die alkoholische Garung in Hefe noch die 
Milchséuregérung in Milchsdurebakterien durch Kohlenoxyd gehemmt 
werden.’ Ich habe daraufhin den Stoffwechsel von Thiocystis in Gegen- 
wart von Kohlenoxyd untersucht und ausnahmslos eine Wirkung des 
Kohlenoxyds gefunden. Der auBere Effekt ist aber je nach den Bedin- 
gungen, unter denen die Versuche stattfinden, ganz verschieden!, 

Es lassen sich folgende Wirkungen unterscheiden: 

1. Fillt man die ManometergefaiBe mit Kohlenoxyd an Stelle von 
Stickstoff, so erscheinen simtliche Lichtreaktionen, gemessen an der Gas- 
absorption, beschleunigt. Dies betrifft sowohl die Kohlensaiureaufnahme 
bei der Thiosulfatassimilation, wie auch die Absorption von molekularem 
Wasserstoff in Abwesenheit von Kohlensaéure. Bei gemasteten Bakterien 
schlagt die fiir sie typische Kohlensiureproduktion im Hellen in eine 
Absorption um (Tabelle V, Spalte 3, ‘Tabellen XIL und XIII, XIV bis 
XVII, XXII). 

2. Die Dunkeldrucke, die Abgabe von Kohlenséiure und — in 
Phosphatlésungen die Absorption von Wasserstoff, werden durch 
Kohlenoxyd meistens gehemmt (‘Tabellen XI bis XIII und XVI. 
Ausnahme: Tabelle XVII.) 

3. Die Bildung von Schwefelwasserstoff im Dunkeln wird durch 
Kohlenoxyd wenig beeinfluBt (Tabellen XVI, XVII). 

4. Die Bildung von fixen Saéuren, gemessen an der Abnahme des 
Bicarbonats in der Versuchslésung, wird durch Kohlenoxyd stets ge- 
hemmt. Diese Wirkung ist von allen beobachteten, sowohl im Dunkeln 
wie im Hellen, die ausgepragteste und immer gréBer als die Hemmung 
der Kohlensiureabgabe im Dunkeln (Tabellen XIV bis XVII). 

5. Berechnet man die wahrend einer Assimilationsperiode ins- 
gesamt assimilierte Kohlenséure unter Beriicksichtigung der Saure- 
bildung, so findet man, daB in Kohlenoxyd weniger Kohlensiure assi- 
miliert worden ist als in Stickstoff, obgleich die sichtbare Assimilations- 
leistung pro Mol zugesetzten Schwefelwasserstoffs scheinbar gr6Ber ist. 


Auch Roelojsen hat Versuche mit Kohlenoxyd ausgefiihrt, iiber die 
er schreibt: ,,Neither in the dark, nor in the light, could I observe anything 
particular, whilst also the microscopic appearance of the bacteria at the 
end of the experiment was normal. Apparently carbon monoxide and me- 
thane are completely inert gases for the Thiorhodaceae, at least as far as 
can be judged from these few observations.“ 
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Z. B. wurden im Versuch der Tabelle XVII, Spalten 2 und 5, nach 
Zusatz von Thiosulfat in Stickstoff 125 — 27 — 98 emm, in Kohlenoxyd 
168 emm Kohlensiure absorbiert. Assimiliert aber wurden in Stickstoff 
353. emm, in Kohlenoxyd 147 cmm! 


Tabelle XIV. 
Thiocystis, alte Suspension. Frisch suspendiert in verdiinnter Bi- 
carbonatlésung. 
Je 2cem Suspension 0,18 cem Zellen. T 29°. Gas: N, und CO 
mit 5% CO,. 


( 





1 2 3 
(i 2s a ee ee je 0.2 cem nl HeSO, 
ro) i Sa a ae a oe Se a et a je 0.1 com m 10 Thiosulfat kein Thiosulfat 
© CR, ee oe om CO/CO, No CO, No CO, 
Zeit emm CQO, absorbiert bzw. entwickelt 


Vorbelichtung 10 Min. hell, (Infra- 


rot, Filter R. G. 9) 4 0 — |] 
Thiosulfat' zugesetzt 
10 Min. hell (Infrarot) . — 218 — 152 + 6 


(Endwerte) 


om@in, dumkéel ... i. cc ee — 2 0 — 1 
60 , x Sea ae + 45 45 a 'O 


emm Bicarbonat COs 


seaiiinnas | VR. ss 114 114 114 
a \nachher ..... 300 124 60 
PONCHO ek ee ee + 186 + 10 — 54 


Legen wir diesen Wirkungen des Kohlenoxyds die Hemmung 
bzw. Umschaltung! einer Wasserstoffgirung zugrunde, so ergibt sich 
folgendes: Die Vergérung der Assimilate beginnt bereits mit der Assi- 
milationsreaktion im Hellen. In Thiocystis geht normalerweise bei Be- 
lichtung auch dann ein photochemischer ProzeB von statten, wenn 
auBerlich keine Kohlensiureabsorption zu beobachten ist. In diesem 
Falle ist die Saurebildung das Ma der photochemischen Leistung. 
Die Bildung von Kohlensaure im Dunkeln ]aBt sich auf zwei verschiedene 
Reaktionen zuriickfiihren, von denen nur die eine durch Kohlenoxyd 
gehemmt wird. Die Bildung von Schwefelwasserstoff erfolgt, wenn die 
Wasserstoffgarung gehemmt ist, auf Kosten einer direkten Reaktion 
zwischen den organischen Substanzen und den Schwefelverbindungen 
in der Zelle, wobei wenig oder keine fixen Sauren gebildet werden. Es ist 


1 EF. Kubowitz, diese Zeitschr. 274, 285, 1934. 
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anzunehmen, dab dies die 























E cs Set 3 E =  zweite Kohlensaure _lie- 
3 =e (28 |z © fernde Dunkelreaktion ist. 
Rx = ~* S Beziiglich der Expe- 
Ee = 2 rimente ist noch zu er- 
~ <3 | i= Zé x wahnen, da in den Ver- 
= = © suchen mit Kohlenoxyd 
a ’ ~ fiir die Assimilationsre. 
ai = aktionen infrarotes Licht 
ey ; NS — _benutzt worden ist, um 
Zoe a . “9 ‘2 eine Wirkung des Lichtes 
= E ips auf die Kohlenoxydver- 
rae v ' bindungen in der Zelle 
z 5 5 zu vermeiden. 
so i Si ¢ 
3 . E re rm © 10. Siurebildung dureh 
=e - = < Thioeystis. 
SN . = 2 265 CU : Da die Bildung von 
Zz = . 23% ae E nicht fliichtigen Sauren 
: - is ee a 7 = = is (neben Kohlensaure ) 
a - = _ = § 3 E einen Teil der Wasserstoff- 
§ 2 e ‘ =| garung in Thiocystis dar 
Pe » 25 | stellt, ist es klar, daB die 
= e 2 - re < Saurebildung mit dem 
° § S Ernahrungszustand — der 
5 Bakterien sehr schwankt 
SL. ~~ wie und daB ein konstantes 
5 - n .; Nate =  Verhaltnis zu den ande- 
te + 13% ~ ren Reaktionen, Assimila- 
es a tion und Schwefelwasser- 
5 ; 22 stoffbildung, kaum zu 
of a Zé = erwarten ist. Sie kann 
Sf zs = 30°, bis weit tiber 100% 
oz == der Kohlensaéureabsorp- 
3 ‘as a tion ausmachen. Irgend- 
> S $ welche Schliisse, wie sie 
‘3 © * 2 z. B. Roelofsen aus Ver- 
S 5 i a = gleichen seiner Versuche 
m 4 = a =3 mit meinen friiher 
“3 a ie a veréffentlichten Werten 
=$ sis eos zieht, sind demnach ver- 
2% zg.8 a oS ¢& fehlt. Es ist auch leicht 
a § Zee S ured einzusehen, daf} quanti- 
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Tabelle XVI. 
Thiocystis, wie Tabelle XX anorganisch gewachsen. Suspendiert in 
etwa m/300 Bicarbonat. 1 Tag im Eisschrank gestanden. 











Je 3cem Suspension 0O.3ecem Zellen. T 35°. Gas: N, bzw. 
} 2 
CO mit 5% CO,. 
1 2 3 4 i) 
Gas mit 59%/) CO, .....-. CoO co Ny co No 
po ee ee eee ee je 0,2 cem n 20 Thiosulfat 
WIS ach ek in eee je 02cem njlH,SO, ia 
Zeit *emm CO, 
Vorbelichtet 60 Min. hell . . 0 — 1 0 — 8 4 4 
oo a iiberall Thiosulfatlésung zugegeben 
Hell (fortlaufend) 
IO tm, bell ss wc es one — 133 —105 —131'— 192 
20, » --.--.] Som | —222 | —170 | —214| — 167 
Se eens be | 249 202, — 241 — 196 
_ eS eae ee hatoh — 257 — 231 — 253 — 226 
OM. seen) | a | 2 
Abgebrochen zur 
20 Min, dunkel . . . . Biearbonat- + 7 + 14 
v200 , . ee fh bestimmung und +138 + 204 


Titration von H,S 
cmm Bicarbonat-Kohlensdure 


Bicarbonat.. . . «6 ss « 261 440 363 310 168 


emm H.S 


Titration yon [2 eer ae _ 0 0 100 120 

tative Angaben iiber die Assimilationsleistung von Thiocystis ohne Be- 

ricksichtigung der Saurebildung wertlos sind. 

11. Wirkung der Blausiiure auf die Kohlensiureassimilation von Thiocystis. 
Wenn auch quantitative Versuche mit Blausiure schlecht durch- 

zufiihren sind, weil die Schwefelverbindungen in Thiocystis die Blausdure 








| - 4 

Abb. 1. Kurve I ohne Blanu- e | | 

siure. Kurve II] mit m/500 & | 

Blausaure. S 

T = 379, Gas = 95%p No, 

5% 9 CO. 2eem Thioeystis- | 

Suspension = 0,18 cem 
Zellen + 0.4 cem n 50 

Nay So O3. 

| 

| 

~A 
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in kurzer Zeit auf chemischem Wege beseitigen, so geht doch aus der 
Abb. | hervor, daB die Assimilationsreaktion der roten Schwefelbakterien 
gegeniiber Blauséure sehr empfindlich ist. Dies ist, da es sich um an- 
aerobe Organismen handelt, von einiger Bedeutung. Man hat bisher 
die Wirkung der Blauséure auf die Kohlensaiureassimilation in griinen 
Pflanzen ausschlieBlich auf eine Hemmung der Peroxydspaltung zuriick- 
fiihren wollen. 


Tabelle XVII. 

Thiocystis, 4 Tage anorganisch gewachsen: wenig schwefelhaltig. 
Farbe schon rot. Einmal mit m/200 Bicarbonat, m/500 NaHS gewaschen. 
Suspendiert in m 200 Bicarbonat, n/200 Thiosulfat. 17 Stunden im Eis- 
schrank gestanden. 

Je 3cem Suspension 0,33 cem Zellen. 7’ 35°. Gas: N, bzw. CO 
mit 5% CQ,. 





1 2 ’ q ) 6 
Gas mit 5%)CO, .... . No CoO 
Buses lL ....0.5 0 Ss ws je 0,1 cem n 10 Thiosulfat 
ABE So os a ee OS je 0.2 cem n HoSO, 


~ ¢mm COs. 


Hell (Infrarot). Vor- 
belichter. Assimilation 
des Thiosulfats in der 


Suspension .....  --106 | —102 | —154 —172 -204 — 161 
10 Se | a ae R* + 6 + 0O B + 3 + 4 
LD, £ be oer e.! a + 8 + 4 + 1 : 4 
Hell (Infrarot) ..... Thiosulfat zugesetzt 
BO Min. Bell oss — 125 —112 — 161 122 
55 , 3 + 27 +- J] 7 ‘ 
' B B 
75 Min. dankel ..... + 252 + 365 
ae | ere — 193 — 294 
OU yy MBE os a + 169 + 261 
B 3 
emm Bivarbonat .... 430 175 62 535 556 224 
CAME 6. ss ws = — 67 - — 89 
* B = Bicarbonatbestimmung. 


12. Stimulierende Wirkung von Thymol auf den Stoffwechsel von Thiocystis. 

In Abschnitt 7, Tabelle VII ist die erhéhte Kohlensiurebildung 
in Gegenwart von Toluol erwahnt worden. Wie aus den 'Tabelien XVIII 
bis XX hervorgeht, wird die Kohlenséiureproduktion von Thiocystis 
im Dunkeln durch Thymol erheblich beschleunigt. Die Versuche wurden 
mit gesattigter wasseriger Thymollésung, die etwa 1 100 molar ist, in der 
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Thiocystis 16 Stunden in 0,5°¢ Bicarbonat, 0,1°4 NaHS belichtet. 


haltig. Farbe rosa. 


Je 3c¢cm Suspension 


H, mit 5° CO,. 


Tabelle XVIII. 


0,37 cem Zellen. 


LI. 27 


Schwefel- 


Suspendiert in m/300 Bicarbonat, m/2000 hiosulfat. 
T = 36°. Gas: N, 


bzw. 





Im Gasraum 


Ansatz 
Zeit 


10 Min. dunkel 
5 shell 


15 . dunkel 
1'/, . hell | 
5. dunkel | 


| 39 Min. dunkel 

(fortlaufend ) 
| 180 Min. dunkel 
¥ 270 


Titriert H,S in der 
Losung 


1 2 
Ng/5°/9 CO, 
O,lecm gesittigte 
bil Thymollésung 
-emm CO, 
+ 6 - 9 
— 17 — 20 
(Thymol zu- 
gesetzt) 
+ 28 + 32 
14 — ll 
+ 66 109 
+ 371 + 522 
+ 510 + 716 
emm H.S 
230 320 


Tabelle XIX. 


H2/59/9 COs 

O.lcem gesittigte 
Thymollésung 

+ mm Druckinderung 

— 16 — 16 

130 — 113 
(Thymol zu- 

gesetzt) 


— il ( 
— 41 27 
Ss + 7 
14 + rs 
16 + 43 


emm HsS 


350 365 


Thiocystis, wie Tabelle XVIII, schwefelhaltig, suspendiert in m/300 


Jicarbonat. 
Je 3cem 


5% CO, 


Suspension 


0,37 cem Zellen. 


T 36°. Gas: N, mit 





Im Ansatz 


65 Min. hell . . . 
10 , dunkel. 


(fortlaufend) 

15 Min. dunkel 
ae - 
45, ~ 
60 . ~ 
T— * 


Titration der Versuchs- 
lésungen . . , 


1 


» 


Zusatz von 0.3 cem etwa n/5 NaHS vor dem Versuch 


0.3c¢em einer gesittigten Lisung 
von Thymol in Wasser 


emm COs, 


— 248 (Endwert) 


279 (Endwert) 


+ 1 : 0 
(Thymol zugesetzt) 
i § + § 
+ 10 + 37 
+ 40 + 104 
+ 6 +173 
+ 131 + 242 
emm H)S 
390 375 
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Tabelle XX. 
Thiocystis, 6 Tage anorganisch gewachsen, Farbe sché6n rot, einmal 
gewaschen. Suspendiert in m/200 Bicarbonat. 
Je 3ccem Suspension = 0,3 cem CO,. 7 35°. Gas: N, mit 5% COQg. 


Vor dem Versuch je 0,2 cem m/10 Thiosulfat zugesetzt. 





1 2 3 4 ; 5 6 
Im Ansatz1 ... .» Je 0,2cem n/l H2SO, 
Im Ansatz2 .... _ 0,05cem 0,15¢ecm 0,45cecem | ppymol- _ 


; a . kristalle 
einer ges. wWisserigen Thymollisung 


*emm CO, 


40 Min. hell. . . . | Vorbelichtung: Assimilationsreaktion nach 30 Min. beendet 
10 Min. be. 2. i+ i+ SiS ie 1) + 2 +1 
15, dunkel .. - (Zusatz des Thymols aus Ansatz 2) 


Dunkel (fort- 
laufend) 5 Min. |} + 10'+ 8'+ 8/+ 10! 4+ 7 Abgebrochen 
30 + 56 + 51 + 60'4+ 96 + 8 zur Bicarbonat- 
45 , + $5'+ 79:+ 89'+ 141; + 8 bestimmung und 
v 20°... +160 +155 +170 + 223 0 Titration von H,S 


emm Bicarbonat-Kohlensdure in der Versuchslisung 


_ 


Bicarbonat ... . 387 356 340 310 455 470 


emm Hy)S 


Titration der Ver- 
suchsldsung . . . 74 67 61 50 0 0 


Weise ausgefiihrt, daB kleine Mengen dieser Lésung wihrend des Ver- 
suchs zu der Bakteriensuspension hinzugegeben wurden. Das Ausmaf 
der Beschleunigung andert sich mit der Zeit und kann voriibergehend 
weit tiber 100°, betragen. Die Bildung von Schwefelwasserstoff scheint 
von der Thymolwirkung unabhangig zu sein. Die Kohlensdureassi- 
milation wird durch Thymolkonzentrationen, die beschleunigend wirken, 
ungefahr um 50°, gehemmt. Uber Stimulierung von Lebensvorgaingen 
durch Narkotica in kleinen Mengen existiert eine ebenso weitlaufige 
wie uneinheitliche Literatur. Es hat daher kaum einen Sinn, hier auf 
ahnliche Vorgange zu verweisen, solange nicht klargestellt ist, worauf 
die Wirkung des Thymols beruht. Aus Tabelle XX geht hervor, daB 
bei niedrigen Konzentrationen die Wirkung mit steigender Konzen- 
tration ansteigt. Sattigt man die Versuchslésung mit Thymol durch 
Zugeben einiger Kristalle, so werden simtliche Stoffwechselvorgange 
stillgelegt. Die Zahlen der Spalten 1 bis 4 der Tabelle XX lassen eine 
Zunahme der Menge an ausgeschiedener Saure mit zunehmender Kohlen- 
siurebildung erkennen. Es handelt sch also um eine Wirkung des 
Thymols auf die Wasserstoffgarung. 
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13. Verwertung organischer Substanzen durch Thiocystis. 


Meine Untersuchungen iiber die roten Schwefelbakterien waren ur- 
spriinglich darauf gerichtet, die Ubereinst'mmung ihres Stoffwechsels 
mit dem der Purpurbakterien festzustellen. Van Niel und F. M. Muller 
sind auf Grund ihrer Ziichtungsversuche und chemischen Analysen zu 
der Ansicht gekommen, dai Purpurbakterien und rote Schwefelbakterien 
organische Substanzen durch den gleichen photochemischen ProzeB 
gt Muller 


assimilieren. Wie aus dem folgenden Zitat hervorgeht, leg 
diesem Ergebnis groben Wert bei. 

»The experiments described in the two foregoing chapters enable 
us to give an outline of the metabolism of the p.s. b. in organic media. 

In the first place the experiments reported in Chapter IL show con- 
vincingly that a perfectly normal development of the p.s. b. is possible 
in media containing, besides the necessary inorganic salts, only one simple, 
nitrogen-free organic compound. The most important point in this connec- 
tion however is, that these media are free from oxidizable sulphur com- 
pounds. The significance of this fact can not be easily overrated, since an 
authority on the subject like Winogradsky, even as recently as 1931, still 
expressed the opinion that the development of the p.s. b. was absolutely 
confined to mineral media containing hydrogen sulphide.“ 

Als Beweis dafiir, da Thiorhodaceen organische Substanzen 
direkt zu verarbeiten imstande sind, werden immer wieder Versuche 
angefiihrt, bei denen die roten Schwefelbakterien ohne Zusatz von 
Sulfid oder Sulfat vorziiglich gediehen sind. Aus der Arbeit von Roelofsen 
sei noch folgendes angefiihrt: 

If the conclusion of Gaffron (1934) that the Thiorhodaceae are able 
to reduce sulphates to sulphides in the dark, could have been confirmed, 
the auto-assimilation could have been explained as an assimilation with 
the aid of those sulphides. As set forth earlier for this assumption no support 
whatever has been found. Moreover, it appeared that the typical symptoms 
of auto-assimilation could be observed as well, when there were no sulphate 
ions present in the suspension, as is shown for instance in the experiment 
represented in fig. 9. Still it remains possible that the auto-assimilation 
proceeds at the cost of organic or inorganic SH-compounds produced in- 
directly, e. g. in the autolytic breakdown of proteins.‘ 

Es ist jedoch klar, daB der Kreislauf des Schwefels innerhalb der 
Zelle diese Organismen befahigt, organische Substanzen zu assimilieren, 
selbst wenn nur eine minimale Menge an Schwefelverbindungen vor- 
handen ist. 

Versucht man, die Bakterien von dem letzten Rest an gespeichertem 
Schwefel zu befreien, indem man diesen mit Hilfe organischer Sub- 
stanzen in Schwefelwasserstoff verwandelt und dann auswischt, so 
haben sie so gut wie keinen Stoffwechsel mehr (Tabelle IIb). Meine 
Versuche mit Rhodovibrio hatten ergeben, daB es eine direkte photo- 
chemische Reaktion zwischen Kohlensaure und organischen Substanzen 
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0,2°¢ Bicarbonat 
Wieder abzentrifugiert 


m 400 NaHS 
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Tabelle XNXI. 


In 
NaHS 1 Tag hell und 1 Tag dunkel stehenlassen. 
m/200 Bicarbonat, m/2000 Thiosulfat 


gewachsen, einmal- gewaschen. 


in und 


Je 3 cem Suspension 0,33 cem Zellen + 0,2 cem n/10 Thiosulfat. 
T 35°. Gas: N,, 5% cQ,. 





Ansatz 1 


Ansatz 2. 


1 2 3 4 
Je 0,leem m/10 Laetat 
Etwa 3 mg feuchtes 
Palladiummohr 


+ emm CO, 





Versuchsbeginn, dunkel Lactat - Lactat 
zugesetzt zugesetzt 
3 Min. hell — 2 — 24 — 9 — 23 
(fortlaufend) 
20 Min. hell — 173 161 — 184 -- 148 
¥ 70 e — 394 — 300 — 413 — 280 
30 dunkel . + 34 + 34 + 36 + 25 
Lactat Lactat 
zugesetzt zugesetzt 
110 . + 142 + 122 + 142 + 124 
30 hell . - 112 — 95 — 90 96 
Tabelle XXII. 
Thiocystis, wie Tabelle XXI. Gleiche Suspension. 
Je 3cem Suspension = 0,33 cem Zellen. J’ = 35°. Gas: N, bzw. CO 
mit 5% CO,. 
1 2 
: a b a b 
Gas mit 59/, CO, No CO 
MME Ks ee "Je 0,1cem m/10 Thiosulfat orm 
Ansatz 2. » 0,1 , m/10 Lactat 
Zeit + emm CO, 
60 Min. hell . vorbelichtet 60 Min. hell vorbelichtet 
iO » 1 +1 10, “ —1 —1 
Substrate zu- Substrate zu- 
gesetzt . Lactat Thiosulfat gesetzt . . Lactat Thiosulfat 
60 Min. hell 80 Min. hell 
(Infrarot) . — 13 — 139 (Infrarot) . — 21 — 176 
(Endwert) (Endwert). 
Substrate zu- Substrate zu- 
gesetzt . | Thiosulfat Lactat gesetzt . Thiosulfat Lactat 
75 Min. hell . — 182 — 18 165 Min. hell — 264 — 42 
(Endwert) (Endwert) 
ro” 5 + | — 8 20 . —1 — 3 
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bei den Athiorhodaceen gibt. Dort aber, wo van Niel und Muller einen 
ahnlichen Vorgang vermutet haben, bei den roten Schwefelbakterien, 
habe ich ihn vergeblich gesucht. Nun hat Roelofsen eine Zunahme 
der assimilierten Kohlensiure beobachtet, wenn die Suspension orga- 
nische Substanzen enthielt. Er schreibt daher: 

.. The differences stated by Gaffron (1934) between Athiorhodaceae and 
Thiorhodaceae thus appear to bear only a quantitative character. Parti- 
cularly if one realizes that this investigator has compared Athiorhocaceae, 
cultivated in yeast water, with Thiorhodaceae cultivated in an inorganic 
medium, these differences lose their significance‘. 

Aus den Tabellen XXI bis XXIV geht aber hervor, daB die Ge- 
schwindigkeit, mit der organische Substanzen durch Thiocystis verwertet 
werden, ganz davon abhingt, wie groB der gleichzeitig stattfindende 
Umsatz an Schwefelverbindungen ist. Sind die Bakterien verhaltnis- 
miBig reich an Reservestoffen, dann wird die Geschwindigkeit der 
,.Kigenassimilation’’ durch Zusatz von milchsauren und brenztrauben- 
sauren Salzen nicht verandert. Ein Unterschied ist nur bei langerer 
Versuchsdauer zu merken (siehe erste Mitteilung, Abb. 1). Geschwindig- 


Tabelle XXIII. 


Thiocystis, 3 Tage anorganisch gewachsen. Einmal gewaschen. In 
verdiinntem Bicarbonat und NaHS 24 Stunden im Eisschrank gestanden. 
Bei 2500 Touren 15 Minuten abzentrifugiert. Nur 2), abgesetzt. Uber- 
stehendes verworfen. Farbe: Schon dunkelrot. Zweimal gewaschen und 
suspendiert in m/200 Thiosulfat + Spur NaHs. 





Je 3cem Suspension 0,36 cem Zellen. 7 36,5°. Gas: 9594 N,, 
5% COQ,. 
1 2 3 4 
Zeit emm CQ, aufgenommen bzw. abgegeben 
ohne Zusatz mit 0,.2cem m 20 Na-Pyruvat 
iam; Gankel. 3... se - § — 4 + 18 + 14 
b. So ee. etter Ne ane) nicht gemessen 
0 . Cg er ey — 189 — 194 — 212 — 221 
1 ., PS ge ne eo he — 67 66 — 112 — 107 
5 ” ” a a eo | oe 1? a 9 ( bas 0 
S Re eye a aedins Nets | ¢; + 4 + 4 
Summe 380 Min. hell . . . . — 268 — 262 — 327 — 319 
75 Min. dunkel. . . .... + 87 — _ _ 
emm Bicarbonat in der Lésung 
MOPUOE bo. ks a 92 92 126 
eS eee 193 307 372 


MRE ek. ke ere +101 + 215 + 246 
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keitsbestimmend sind in diesem Falle die Dunkelreaktionen, Garung 
und Schwefelwasserstoffbildung. Ob kurz vorher eine starke Kohlen- 
sdureassimilation stattgefunden hat, ist dabei gleichgiiltig. 


Sowie aber Sulfide bzw. Thiosulfat und organische Substanzen den 
Bakterien gleichzeitig zur Verfiigung stehen, ist eine starke Wirkung 
der organischen Substanz auf die Sulfid-Kohlensdiureassimilation 
festzustellen. Gegeniiber den Parallelversuchen ohne Lactat oder 
Pyruvat bleibt die Assimilationsgeschwindigkeit zunaichst ein wenig 
zurick, wird aber dann rasch gréBer. Der Endwert liegt schlieBlich um 
30 bis 70°, héher als im Kontrollversuch. Es kann daher kaum einem 
Zweifel unterliegen, daB fiir Thiocystis der Schwefel die Bedeutung 
eines Katalysators hat, der im Mittelpunkt der meisten diesem Orga- 
nismus eigenen Stoffwechselvorginge steht. 


Tabelle XXIV. 


Thiocystis wie Tabelle XXIII. 


Je 3cem Suspension in m/200 Thiosulfat. 7 = 36,5°. Gas: 95°95 N,, 
5° CO, (Spur O,). 





1 2 3 4 5 


Zeit 
emm CO, abgegeben bzw. aufgenommen 
Zusatz von 
Vorperiode: 0,2 cem m/20 
2 Min. hell — Na-Pyruvat = oo = 
20 ,  dunkel (Na COO 


.CO.CHs) 


20 Min. dunkel .. . (— 40) + 42 (— 388) (— 388) (— 87) 
Hell (fortlaufend) 


ee ira —- 75 — 65 — 90 — 93 = 160 
iD“. "al es ae — 170 — 261 — 165 — 164 —174 
vy 20 , . 6 « 6 ofl —200 —- 294 — 165 — 164 — 174 
Endwerte 
Bi- Zusatz 
carbonat von 
bestimmt 0,2 eem 
m/20 
Pyruvat 
160 Min. dunkel + 164 + 239 + 92 + 88 
Bi- Zusatz 
carbonat von 
bestimmt | 0,2 eem 
m 20 
Pyruvat 
10 Min. hell... .. — 123 — 27 — 30 
Bicarbonat 
bestimmt 


Bicarbonat (emm CO.) 324 223 167 -- _ 
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14. Die wirksamen Farbstoffe in Thiocystis, nebst einer Anmerkung zur 
Theorie der Assimilation. 


Da man in der Literatur immer wieder der Angabe begegnet, daB die 
roten Schwefelbakterien einen griinen und einen roten Farbstoff enthalten, 
so sollen hier qualitative Beobachtungen mitgeteilt werden, aus denen 
hervorgeht, daB Thiocystis mindestens drei, wenn nicht mehr Farbstoffe 
enthalt. Extrahiert man die Bakterien in einem mit Talkum gefiillten Rohr 
zur chromatographischen Analyse nach T'swett-Winterstein sukzessive mit 
Alkohol, Aceton und Ather, so bilden sich drei Zonen verschiedener Farben, 
eine griine, eine gelbe und eine rote. Der griine Farbstoff ist das von 
Schneider’ und Fischer® untersuchte Bacterio-chlorophyll. Aus dem gelben 
ist es P. Karrer® und U. Solmssen gelungen, Lykopin zu isolieren. Der 
dritte Farbstoff, das Bacteriopurpurin oder -erythrin, ist noch nicht unter- 
sucht und diirfte seinem Verhalten nach kein Carotinoid sein. Er ist in 
reinem Zustand nur in Chloroform gut léslich. 

Von diesen extrahierten Farbstoffen hat in vitro nur das Bacterio- 
chlorophyll eine dem Chlorophyll der griinen Pflanzen ahnliche Wirkung. 
Lésungen von Bacterio-chlorophyll bewirken bei Belichtung in Gegenwart 
von Sauerstoff und geeigneten organischen Akzeptoren eine Photoxydation 
der organischen Substanzen, wahrend die Carotinoide aus Thiocystis und 
das Bacterio-purpurin, ebenso wie in der lebenden Zelle, photochemisch 
wirkungslos sind. In der ersten Mitteilung habe ich iiber die Assimilation 
im Infrarot* berichtet. Es ist nun von theoretischer Bedeutung, daB auch 
die Photoxydation durch Bacterio-chlorophyll mit infrarotem Licht aus- 
zufiihren ist. Die photochemische Peroxydbildung durch fluoreszierende 
Farbstoffe, iiber die ich verschiedentlich berichtet habe®, kann also mit 
Lichtquanten kleineren Energieinhalts bewerkstelligt werden, als sie zur 
Anregung des metastabilen Zustandes '2 des Sauerstoffs notwendig sind. 

Nach einer Hypothese, die H. Kautsky® neuerdings zu begriinden 
versucht, soll nimlich der erste Schritt bei der Kohlensiéureassimilation 
der griinen Pflanzen eine Photoxydation von Zucker dureh den im !2-Zu- 
stand angeregten Sauerstoff sein. Nun gibt uns das Bacteriochlorophyl| 
die Méglichkeit, die Richtigkeit dieser Hypothese auf einfachste Weise zu 
priifen. Das Ergebnis dieser Priifung, die Tatsache einer Photoxydation 
im Infrarot, ist mit den Ansichten von Kautsky wohl kaum zu vereinen. 


1 K. Noack u. E. Schneider, Naturwiss. 21, 835, 1933; 2B. Schneider, 


Zeitschr. f. physiol. Chem. 226, 221, 1934. — *? H. Fischer u. Hasenkamp, 
Ann. d. Chem. 508, 236, 1934; ebenda 515, 148, 1935. — * P. Karrer u. 


U.Solmssen, Helv.Chim. Acta 28, 25, 1935. — +4 Diese Zeitschr. 269, 447, 1934. 
— 5 H.Gaffron, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 60, 755, 2229, 1927; diese 
Zeitschr. 264, 251, 1933. — ° A. Kautsky, H.de Bruijn, R. Neuwirth u. 
W. Baumeister, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 66, 1588, 1933; H. Kautsky, 
A. Hirsch u. W. Flesch, Ber. 68, 152, 1935; H. Kautsky u. A. Hirsch, diese 
Zeitschr. 274, 423, 1934; H. Kautsky u. H. Spohn, ebenda 274, 435, 1934. 
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Uber das Oxydoreduktionspotential von Hefesuspensionen und 
einige damit im Zusammenhang stehende Fragen. 


Von 
Claude Fromageot und Pierre Desnuelle. 
(Aus dem Biochemischen Laboratorium des Chemie-Instituts Lyon.) 


(Eingegangen am 16. Mai 1935.) 


In einer friiheren Arbeit (1) konnten wir zeigen, daf Hefen unter 
geeigneten Bedingungen die Fahigkeit haben, im Verlauf der alko- 
holischen Garung 1(+-)-Alanin zu synthetisieren. Dies wird durch 
die Gleichung 

CH,COCOOH + NH, + H, CH,CH (NH,)COOH + H,O (a) 
dargestellt. Nach Wurmser (2) ist die Anderung der freien Energie 
dieses Vorgangs AF 17800 cal. Die Gleichgewichtskonstante 
dieser Reaktion 

(CH, COCOOH][(NH,][ Hg] : 
(CH,CH(NH,) COOH] 7 (>) 
ist bei 27° 10~ '*:6, Dies bedeutet, daB das Gleichgewicht zwischen den 
beiden nicht gasf6rmigen ReaktionsteilInehmern, bei der Aktivitat 1, 
einer Wasserstoffaktivitat von 10~'*® entspricht, d.h. einem rH 
von 12,6. 

Daraus ergibt sich, daB es von Interesse ist, das Oxydoreduktions- 
potential zu bestimmen, das durch Hefen in Garansatzen erzeugt wird 
und zwar unter denselben Bedingungen, unter denen sich diese Syn- 
these vollzieht. 

Das Oxydoreduktionspotential von Suspensionen lebender Hefe- 
zellen waihrend der Garung ist bereits emige Male gemessen worden. 
Vor allem haben Aubel und Génevois (3) gefunden, daB in einer Auf- 
schlammung von Bierhefe (Unterhefe) bei pu 7, das an einer blanken 
Platinelektrode sich einstellende Potential langsam gegen einen Grenz- 
wert von 160 Millivolt hin absinkt. Dieselben Autoren haben mittels 
Indikatoren Werte zwischen 160 Millivolt (rH 7) und 200 Milli- 
volt (rH 6) bei px 7,2 festgestellt. Kiirzlich fiihrten Aluyver und 
Hoogerheide (4) Messungen unter wesentlich anderen Bedingungen aus. 
Sie wurden bei pu 5,4 vorgenommen. Die Hefesuspensionen wurden 
in den GefaBen des Warburgschen Apparates in einer sauerstoffreien 
Stickstoffatmosphare geschiittelt. Dabei fanden sie auf elektro- 
metrischem Wege unter konstanten Bedingungen fiir verschiedene 
Hefearten Zahlen zwischen + 80 und + 100 Millivolt, was rH von 13,5 
bis 14,2 entspricht. 
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Diese Ergebnisse unterscheiden sich wesentlich von den friiher 


von Aubel und Ginevois mitgeteilten. Die Schwankungen sind von 
groBer Bedeutung, soweit sie mit der Fahigkeit der Hefen zusammen- 
hangen, die Synthese des Alanins zu verwirklichen. Angesichts dieser 
Verschiedenheiten haben wir es fiir notwendig befunden, hier die 
Werte mitzuteilen, die wir unter denselben Bedingungen erhielten, 
unter denen auch Alanin gebildet wurde. 

Die Versuche wurden folgendermaBen ausgefiihrt : 

Man nimmt drei Serien Flaschen zu 500 cem. In jede dieser mit 
Garaufsatzen versehenen Flaschen bringt man 200 cem Wasser von 37°, 
20 g Oberhefe und 40 g Saccharose. Ist die Garung einmal im Gang, 
so werden den Flaschen I vorsichtig 15 cem 2 n N Hg, in das man vorher 
CO, einleiten kann, derart zugefiigt, daB die Kohlensiure-entwicklung 
nicht gehemmt wird, dann 10 cem m-Ammoniumpyruvat-Lésung. 
In die Flaschen IL gibt man dieselbe Menge Ammoniaklésung und 
10 cem Wasser unter denselben VorsichtsmaBregeln. Unter denselben 
Bedingungen setzt man den Flaschen III 15 cem 2 n Natronlauge zu, 
in die man ebenfalls vorher CQ, einleiten kann, und 100 cem Wasser, 
SchlieBlich bereitet man zum Vergleich Flasche IV, die nur Hefe, 
Wasser und Zucker in denselben Mengenverhaltnissen enthalt. Alle 
Flaschen werden bei 27 bis 28° in den Brutschrank gestellt. 


Messung des px. 


Wenn die Hefesuspensionen einige Zeit nach Bereitung der obigen 
Ansatze sich in voller Garung befinden, entnimmt man Fliissigkeits- 
proben zur Bestimmung des py. Man zentrifugiert die Hefe schnell ab, 
bestimmt dann kolorimetrisch das py. Man achtet darauf, daB das 
Anfangs-py mittels eines CO,-Stromes erhalten bleibt. Man findet 
dann konstant einen Wert von pu = 6,4, und zwar in den Fliissigkeiten 
der Flaschen I, If und III. Der nicht gepufferte, gleich zusammen- 


gesetzte Ansatz Hefe bei Gegenwart einer Saccharoselésung in 
Leitungswasser (Flasche IV) ergibt bei voller Garung ein py von 4,5. 


Oxydoreduktionspotential. 

Es wird folgendermaBen gemessen: 

In die Ansatze I], die wie oben beschrieben bereitet wurden, 
fiihrt man, wenn die Garung in Gang ist, 5 cem einer 0,01 g Indikator- 
farbstoff enthaltenden Lésung ein (siehe Tabelle I). 

Das unter diesen Bedingungen durch die Hefen geschaffene rH 
liegt zwischen 9,3 und 5,3. Man kann diese Grenzen einengen, wenn 
man in Erwagung zieht, daB in dem obigen Versuch mindestens 90°, 


Q* 


‘ 
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Tabelle lL. 





Indikator F g Min. 


Pu6t Put P64 Pays py 64 


Pu +5 
Phenol-indo-2, 6-dichlorphenol| — +240, — 20,8 5 5 
Toluylenblau ....... | +260 +4135) 17,7 17,3 30 15 
Methylenblau .......) +135) +035! 13,5 14.0 9) 30 
NiubI@G. .... 8 «© « +» « | O20 | — 100 9,6 93 70 15 
Phenosafranin. . .....  —115 —223 5,1 5,3 oc oo 
Neutralrot ......../)—171 > —305 2 2.6 oc fore) 


reduziertes Nilblau vorhanden ist, daB ferner die Phenosafranin-menge, 
die in oxydierter Form tibrigbleibt, ebenfalls mindestens 90°, ist, was 
Potentialen von 144 bzw. — 184 Millivolt entspricht, d. h. rH von 
8.0 und 6,6. 


Man kann annehmen, da die Hefesuspensionen hier unter un- 
bedingtem LuftabschluB stehen, da die Luft durch freiwerdendes 
CO, volikommen verdrangt wird. DaB man, wenn die Garung beendet 
ist, eine erneute Farbung des Leukoderivats durch Schiitteln der 
Fliissigkeiten an der Luft beobachtet, beweist andererseits die Tatsache, 
daB es sich hier woh] um eine reversible Erscheinung handelt. Auf diese 
Weise kommen wir zu Resultaten, die vollkommen mit denen von 
Aubel und Génevois vergleichbar sind. 

Es ist schwer zu sagen, welches im Verlauf des Versuchs die tat- 
sichlichen Konzentrationen der verschiedenen an der Alaninsynthese 
teilinehmenden Substanzen sind. Wenn man jedoch die Decarboxy- 
lierung der zugesetzten Brenztraubensaure und auch die Bildung dieser 
Saéure aus dem Zucker in Betracht zieht, so kann man annehmen, dal 
ihre Konzentration sich im Ansatz im Verlauf der Reaktion ungefahr 
bei 0,025 mol. halt. Was das gebildete Alanin betrifft, so wird seine 
Konzentration bei 0,003 mol. liegen, wahrend die des Ammoniaks 
schlieBlich 0,25 mol. ist. Wenn man diese Werte in Gleichung (b) 
einsetzt, sieht man, daB das rH des Milieus niedriger als 12,7 sein muB, 
damit sich Alanin bilden kann. Es scheint also, daB vom thermo- 
dynamischen Standpunkt aus die Wasserstofftension in unseren 
Versuchen fiir die Verwirklichung der Reaktion vollkommen ausreicht. 
Anders wiirde es sein, wenn man sich auf die Zahlen von Aluyver 
und Hoogerheide stitzte. 


Reduktion von Brenztraubensiure zu Milehsiure. 
Man kann sich fragen, ob die dem Garansatz kiinstlich zugesetzte 
oder die in ihm spontan entstehende Brenztraubensaure fahig_ ist, 
auBer ihrer Decarboxylierung und ihrer Umwandlung in Alanin bei 
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Gegenwart von Ammoniak, zu Milchsdiure reduziert zu werden. Der 
Reaktion 

CH,COCOOH + H, CH.CHOHCOOH (c) 
entspricht nach Wurmser (2) eine Anderung der freien Energie 
1F 11820 cal bei 27°. 

Die Gleichgewichtskonstante dieser Reaktion bei derselben Tem- 
peratur ist A 10-5" (5), was bei einer Aktivitat 1 der Brenz- 
traubensaure und Milchsdéure 8, einem rH = 8,7 entspricht. Man kann 
also vermuten, dai} man einen Teil der bei unseren Versuchen ein- 
gefiihrten Brenztraubenséure in Form von Milchsaéure isolieren kann. 

Man verfahrt dazu folgendermaBen: In vier Flaschen zu je 500 ccm 
gibt man dieselben Mengen Wasser, Hefe und Zucker, wie dies oben 
beschrieben ist, und auBerdem 15 cem 2n Natronlauge unter den 
iblichen Vorsichtsmabregeln. 

In zwei dieser Flaschen werden dann noch 10 cem ni-Natrium- 
pyruvatlésung und in die anderen beidex 10 cem Wasser zugesetzt. 
Dann bringt man die Ansiitze bei 27 bis 28° in den Brutschrank. Nach 
24 Stunden bestimmt man sowohl in der Flasche, die zugefiigte Brenz- 
traubenséiure enthalt, wie auch in der ohne Pyruvatzusatz die gebildete 
Milchséure. Gleichzeitig gibt man in die beiden anderen Flaschen 
20g Zucker und 5ccem 2nNatronlauge. Diese Flaschen werden 
noch einmal 24 Stunden bei 28° aufbewahrt. Dann, d. h. 48 Stunden 
nach Versuchsbeginn, bestimmt man die entstandene Milchsaure. 
Aus der Tabelle II] sind die gewonnenen Resultate zu ersehen. 


Tabelle IL. 





P r Milchséure in den Flaschen Milchsiure in ° 
Zeit dar g@ Milchséure in den Flas¢ segs 
Girung nesees - der zugesetzten 
; ° ohne Brenz- mit Brenz- Brenztrauben- 
Std. traubensiure traubensdure siure 
24 0.289 0.315 2,9 
48 0,459 0,593 5,0 


An dieser Stelle méchten wir folgendes bemerken: 

1. Die obigen Versuche wurden nicht unter vollkommen aseptischen 
Bedingungen ausgefiihrt. Man kénnte zweifellos annehmen, daB die 
Milchsaurebildung nicht den Hefen zuzuschreiben ist, sondern vielmehr 
den Milchsiurebakterien, die sie begleiten. Diese Deutung unserer 
Befunde glauben wir jedoch ausgeschlossen zu haben, da sich die be- 
nutzten Hefen bei mikroskopischer Priifung als bakteriologisch rein 
erwiesen. 

2. Was nun den Ursprung der Milchsaéure in den Ansatzen ohne 
Brenztraubensaure betrifft, so ist es unméglich zu sagen, ob sie ihre 


Entstehung einer Disproportionierung von Methylglyoxal oder der 
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Reduktion der Brenztraubenséure verdankt, die spontan im Verlauf 
der Garung entsteht; man kann feststellen, daB die Zugabe von Brenz- 
traubensiure ein erkennbares Anwachsen der gebildeten Milchsaéure 
hervorruft. 

3. Es schien uns von Interesse, die in den obigen Versuchen 
gebildete Milchsaéure zu isolieren. Es geschah dies in der iiblichen 
Weise als Zinklactat. Das anfallende Salz wurde analysiert. 

0.3820 g Substanz bei 100° und '/, mm Hg getrocknet verloren 0,0692 g 
an Gewicht. 

(C,H; O,),Zn, 3H,O. Ber.: H,O = 18,15%; gef.: H,O = 18,12%. 

0,2243 g getrocknete Substanz gaben 0,1488 ¢ Zn SO,,. 

(C,H; O,),Zn (M.-G. 243,4). Ber.: Zn 26,9%; gef.: Zn 26,9%. 

Der Wassergehalt des kristallisierten Produktes zeigt, daB es sich hier 
um die racemische Saure handelt. Dies wird durch die polarimetrische 
Untersuchung bestitigt. Weder Lésungen der Zinklactatkristalle, 
noch die Mutterlaugen dieser Kristallisate erwiesen sich als optisch 
aktiv. 

Milchsaurebestimmungen aus Ansaitzen sowohl mit als auch ohne 
Pyruvat geben dasselbe Ergebnis. 

4. Die obigen Zahlen in Verbindung mit denen der folgenden 
Versuche erlauben es, eine ungefahre Bilanz der durch die den Ansatzen 
zugefiihrte Brenztraubensdure hervorgerufenen Umwandlungen auf- 
zustellen, unter der Annahme, da} man gleichzeitig Ammoniak zufiihrt. 
Nach 48 Stunden ergibt sich folgendes Bild: 


Zugesetzte Brenztraubensiiture. . . . . . . =... + + «+ + 100 Millimol 
Zu Milehsaéure reduzierte Brenztraubenséiure . . . . . . . 5 as 
In Alanin tibergefiihrte Brenztraubenséure . ....... #12 

Durch Decarboxylierung abgebaute Brenztraubenséiure usw. . 83 


Kann sich aus Milchsiiure bei Gegenwart von Ammoniak Alanin bilden? 

Das Potential des hier benutzten Garungsmilieus ist derart, dab 
Brenztraubensaure zu Milchséure reduziert werden kann. Es folgt 
daraus, daB die kiinstlich dem Garansatz zugesetzte Milchsaure sich 
kaum in Brenztraubensaéure wird umwandeln kénnen. Es schien daher 
interessant, zu untersuchen, ob bei Gegenwart von Ammoniak dem 
Ansatz zugefiigte Milchsiure zu einer Bildung von Alanin fihrt. 
Es wurde dabei ganz ebenso gearbeitet, wie bei den Versuchen mit 
Brenztraubensaiure. Es wurden die Flaschen I, I1* und III benutzt, 
mit denselben Ansitzen wie friiher angegeben, und ferner eine Flasche I , 
in der die Brenztraubenséure der Flasche I durch d (—)-Milchséure 


* Die Flasche II enthielt auBerdem Ammoniumacetat in einer Konzen- 
tration, die der des Lactats der Flasche I’ entspricht. 
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ersetzt ist. Die Resultate sind aus der folgenden Zusammenstellung 
zu ersehen: 
Tabelle ILI. 





Gebildetes Alanin 





Zeit der Gebildetes Alanin in Millimolen aus zugesetzten SAuren: 
Garung pinta SE Ae eS 
I I’ I 1 Brenztrauben- | yijchsaure 

Std. siure 
24 1,12 0,75 0,60 0,0 6,2% 15% 
48 2,25 1,25 1,10 0,0 12,5 %, 1.5% 


Nach diesen Daten bildet sich aus Milchséure nur in zu vernach- 
lassigendem Mabe Brenztraubensaure ; sie zeigen weiterhin, daB Milch- 
siure kein Zwischenprodukt bei der Umwandlung von Brenztrauben- 
siure in Alanin ist. 

Zusammenfassung. 

Das in Zellsuspensionen von Oberhefen bei voller Girung  vor- 
handene Oxydoreduktionspotential ist unter folgenden Bedingungen 
untersucht worden: in gepuffertem Milieu bei px 6,4 und unter un- 
bedingtem LuftausschluB. Die mittels angepaBter Indikatoren ausge- 
fiihrten Messungen ergaben Werte zwischen 145 und 185 Milli- 
volt, d. h. ein rH zwischen 8,0 und 6,6. 

In nicht gepufferten Versuchen, bei denen das py bis 4,5 fallt, 
beobachtet man dieselben Resultate: jedoch geht die Entfarbung der 
Indikatoren merklich langsamer vonstatten als im vorhergehenden Fall. 

Der Wert des Potentials bei py 6,4 ist vom thermodynamischen 
Gesichtspunkt aus vollkommen ausreichend, um in Gegenwart von 
Ammoniak die Reduktion von Brenztraubenséiure in Alanin zu er- 
lauben. Man wei’, daB sich diese Reduktion leicht vollzieht ; anderer- 
seits gestattet dasselbe Potential auch die Méglichkeit der Bildung der 
Milchséiure aus Brenztraubensiure vorauszusagen:; die Erfahrung 
zeigt, dal} diese Reduktion tatsachlich stattfindet. 


Literatur. 


1) Fromageot u. Desnuelle, Bull. Soe. Chim. 58, 541, 1933; diese Zeitschr. 
2738, 24, 1934. 2) Wurmser, Ann. Physiol. u. Physico-Chim. Biol. 9, 923, 
1933. 3) Aubel u. Génevois, ebenda 5, 1, 1929. 4) Kluyver u. Hoogerheide, 
diese Zeitschr. 272, 197, 1934. — 5) Wurmser, Biological Reviews 7, 350, 1932. 














Uber die enzymatische Umwandlung yon 
Glycerinaldehydphosphorsiure in Dioxyacetonphosphorsiure. 
Von 
0. Meyerhof und W. Kiessling. 


(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut ftir 


medizinische Forschung in Heidelberg.) 


(Eingegangen am 20. Mai 1935.) 


Wie kiirzlich gezeigt wurde!, wandelt sich Harden- Youngsche 
Hexosediphosphorsaure in Gegenwart eines Ferments (,,Zymohexase**) 
in einer umkehrbaren Reaktion in 2 Mol Dioxyacetonphosphorséure um : 
| Hexosediphosphorsiure = 2 Dioxyacetonphosphorsdure. Wahrend 
damit das Postulat einer primaren Bildung von Triosephosphat bei der 
biologischen Spaltung der phosphorylierten Zucker seine experimentelle 
Rechtfertigung erfahrt, weicht das Ergebnis doch insofern von den von 
verschiedenen Autoren gemachten Annahmen ab, als das entstandene 
Triosephosphat weder ganz noch zur Halfte Glycerinaldehydphosphor- 
siure, sondern vielmehr Dioxyacetonphosphorsaure ist. Dies ist auch 
gegeniiber dem von Embden zuletzt entworfenen Spaltungsschema 
hervorzuheben?, in dem ein aquimolekularer Zerfall in den Glycerin- 
aldehyd- und Dioxyacetonester angenommen ist. Daher ist es eine 
irrtiimliche Deutung, wenn Embdens Mitarbeiter in den nach seinem 
Tode herausgegebenen Arbeiten die Ansicht vertreten, durch unsere 
Versuche wirde seine Annahme begriindet: ,,daB bei der Spaltung der 
Hexosediphosphorsaiure neben Glycerinaldehydphosphorsaure auch Di- 
oxyacetonphosphorsaure entsteht®*. Wahrend also in diesem Punkte 


'O. Meyerhof u. K. Lohmann, diese Zeitschr. 271, 89, 1934. 
“1, Embden, Deuticke u. Kraft, Klin. Wochenschr. 12, 213, 1933. — * Emb- 
den u. Jost, Zeitschr. f. physiol. Chem. 230, 88, 1934. In einer anderen 
Mitteilung (Embden u. Deuticke, Zeitschr. f. physiol. Chem. 230, 50, 
1934) wird von Deuticke angegeben, daB die Autoren in unveréffentlichten 
Versuchen Februar 1933 Niederschlige von Phenylhydrazonen organischer 
Phosphorsdéureverbindungen erhalten hatten, die sie auf Triosephosphor- 
siiure bezogen. Unsere Versuche hiitten in jeder Hinsicht eine Bestatigung 
dieser Ergebnisse erbracht. Die mitgeteilte Beobachtung kann jedoch nicht 
als Nachweis eines Trioseesters angesehen werden, da es nach unseren Er- 
fahrungen nicht gelingt, in Gleichgewichtsansitzen ein Phenylhydrazon 
oder Dinitrophenylhydrazon der Triosephosphorsiure des Muskels von auch 
nur anndihernd konstanter Zusammensetzung zu erhalten. Andererseits 
stellt auch der Befund von Dische (Akad. Anz., Wien, Sitzungsber. v. 
19. Okt. 1933), der im hamolysierten Blut nach Zusatz von Hexosephosphor- 
siure eine Fraktion erhielt, die bei Destillation mit Schwefelsiiure Methyl- 











Enzymatische Umwandlung von Glycerinaldehydphosphors. usw. 41 


das Zerfallsschema eindeutig im Sinne der obigen Gleichung fest- 
gestellt ist, ist damit keineswegs die Méglichkeit ausgeschlossen, dai 
durch weitere Umsatze Glycerinaldehydphosphorsaure entstehen kann. 
Diese Annahme ist im Gegenteil naheliegend, nachdem gezeigt ist, dal 
von der synthetischen Glycerinaldehydphosphorsaure H. Fischers die 
rechtsdrehende Komponente vergart!, da aus ihr Milchsaéure gebildet 
wird? und in Gegenwart von Fluorid Phosphoglycerinsaure entsteht®. 

Auf Grund der in der letzten Zeit in unserem Laboratorium ge- 
machten Erfahrungen iiber die enzymatischen Gleichgewichtsreaktionen 
der phosphorylierten Intermediarprodukte, lag es nahe, zu untersuchen, 
ob sich ein Gleichgewicht zwischen den beiden Triosephosphorsauren 
feststellen laBt oder ob sich sonstige Bedingungen fiir das Entstehen der 
einen aus der anderen Verbindung finden lassen. Uber den positiven 
Ausfall derartiger Versuche berichten wir im folgenden. 

Das einzige zuverlassige Unterscheidungsmerkmal zwischen den 
beiden Triosephosphorsiuren, das bisher gefunden wurde, besteht in 
dem Vergleich ihrer Alkaliverseifbarkeit vor und nach Behandlung mit 
Jod in sechwach alkalischer oder mit Brom in neutraler Lésung. Beide 
Trioseester werden durch Alkali bei Zimmertemperatur in genau gleicher 
Weise rasch in Phosphorsiure und Milchséiure umgesetzt. Dagegen 
wird die Glycerinaldehydphosphorséure durch Behandiung mit Brom 
oder Jod zum tberwiegenden Teil zu einem schwer hydrolysierbaren 
Ester oxydiert (wahrscheinlich Phosphoglycerinsaure). Dieser ist nicht 
mehr alkaliverseifbar und infolgedessen schwindet bei dieser Oxydation 
der alkaliverseifbare P ohne Bildung von anorganischem Phosphat. 
Dioxyacetonphosphorséure wird unter den gleichen Umstanden nicht 
oxydiert und der alkaliverseifbare P bleibt erhalten. Dementsprechend 
ist auch der Jodverbrauch bei der Titration des Glycerinaldehydesters 
viel gréBer als bei dem Dioxyacetonester. Da aber stets etwas Methyl- 
glyoxal in den Praparaten anwesend ist, das auch Jod, unter Bildung 
von Jodoform, verbraucht, so ist die GréBe des Halogenverbrauchs 
selbst quantitativ weniger zu gebrauchen als die Oxydation des alkali- 
verseifbaren P. Auf der anderen Seite wird bei vorsichtiger Ausfiihrung 
der Jod- oder Bromoxydation niemals die gesamte Menge der syntheti- 
schen Glycerinaldehydphosphorséure oxydiert. Meist bleibt.eim Rest 


glyoxal lieferte, keinen eindeutigen Nachweis einer Triosephosphorsiure dar. 
Wir betonen deshalb, da ein solcher experimenteller Beweis erst von 
O. Meyerhof und K. Lohmann geliefert wurde, wahrend in dem Schema 
Embdens, alinlich wie von anderen Autoren, das intermediare Auftreten von 
Triosephosphorsaure aus theoretischen Uberlegungen postuliert war. 


1 Smythe u. Gerischer, diese Zeitschr. 260, 414, 1933. 2 Embden u. 
Jost, Zeitschr. f. physiol. Chem. 230, 69, 1934. *O. Meyerhofu. W. Kiess- 


ling, diese Zeitschr. 264, 40, 1933. 
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von 15 bis 30°, alkaliverseifbarem P zuriick. Diese Erscheinung, die 
fiir die genaue Auswertung der Resultate stérend ist, wurde erst im 
Verlauf unserer Versuche aufgeklairt: Sie ist teilweise bedingt durch 
einen gewissen Gehalt der Praparate an Dioxyacetonphosphorsaure, die 
sich infolge [somerisierung bei der katalytischen Reduktion mit Palla- 
dium bildet; zum andern Teil aber beruht sie auf ungeniigender Oxyda- 
tion, wenn der JodiiberschuB zu klein ist, so daB die Gesamtkonzentration 
am SchluB nicht mehr 0,005 n Jod erreicht. Werden beide Fehlerquellen 
vermieden, so lassen sich bis 95°) der synthetischen Glycerinaldehyd- 
phosphorsaure oxydieren, ohne daB es zur Abspaltung von anorganischem 
Phosphat kommt (vgl. unten Tabelle I). 

Geht man von synthetischer Glycerinaldehydphosphorsaéure aus 
und verschwindet ein Teil durch Umlagerung in optisch inaktive Dioxy- 
acetonphosphorsaéure, so muB eine Linksdrehung auftreten, weil nach 
Smythe und Gerischer! die rechtsdrehende Komponente vergoren wird 
und sie die Jinksdrehende ({];; — 7,3°) aus den Riickstanden isolieren 
konnten. Andererseits zeigen die nach O. Meyerhof und K. Lohmann 
gewonnenen Praparate von Dioxyacetonphosphorsdure, sowohl die aus 
,.Gleichgewichtsansitzen** wie die dureh Abfangen mit Bisulfit ge- 
wonnenen, eine geringfiigige Rechtsdrehung ({«],, + 0,4 bis + 0,8°) 
und gleichzeitig werden 6 bis 8° durch Jod oxydiert. Sollte dieses auf 
Glycerinaldehydphosphorsaéure zuriickzufiihren sein, so konnte man 
vermuten, daB etwa 5 bis 10°, Glycerinaldehydphosphorséure im 
Gleichgewicht mit 90 bis 95°, Dioxyacetonphosphorsaure stiinden. In 
der Tat 1aBt sich nun in entsprechenden Ansatzen eine Umwandlung 
von Glycerinaldehydphosphorsaure in dieser GréBenordnung in Dioxy- 
acetonphosphorsaure feststellen, wenn auch der genaue Umfang derselben 
wegen der erwahnten Unsicherheiten der Jodtitration und der Tendenz 
zur Racemisierung bei der Isolierung des optisch aktiven Glycerin- 
aldehydesters nicht sicher anzugeben ist. 


Versuche. 


Die Glycerinaldehydphosphorsaéure wurde nach H. Fischer und £. baer 
dargestellt®. Jedoch wurde in den spateren Versuchen, abweichend von 
ihrer Vorschritt, nicht mehr die freie Saure zur Darstellung des Bariumsalzes 
isoliert, sondern nach Einengen der Eisessiglésung mit H,O aufgenommen, 
Ba-Acetat zugegeben und mit !'/, Volumen Alkohol bei lackmussaurer 
Reaktion gefallt. Auf diese Weise erhalt man etwa die vierfache Ausbeute 
an alkaliverseifbarem Trioseester, wie von Fischer und Baer angegeben. 
Andererseits ist diese Herstellungsart mit verantwortlich fiir den hoheren 


Gehalt an Dioxyacetonphosphorsiure, welche bei der Darstellung der 


freien Saure nach Fischer und Baer gréBtenteils entfernt wird. Der Gehalt 
an dieser ergibt sich bei der fraktionierten Fallung derartiger Praparate mit 


1 Diese Zeitschr. 260, 414, 1933. — 2 Chem. Ber. 65, 337 u. 1040, 1932. 
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Alkohol. Es ist dabei zu erwarten, daB wegen der gréBeren Léslichkeit des 
Dioxyacetonesters die ersten Fallungen weniger davon enthalten als die 
spateren. Dai dies der Fall ist, sieht man aus Tabelle 1, wo die Jodoxy- 
dation des alkaliverseifbaren P in den aufeinanderfolgenden Fraktionen 
herabgeht. 

Versuch. 0,4 ¢ eines 2 Monate alten Praparats von glycerinaldehyd- 
phosphorsaurem Barium wurden in Essigséure gelést, 10cem der stark 
lackmussauren L6sung mit 10 cem Alkohol gefallt: 

Praparat [: 200mg mit 15,2) alkaliverseifbarem P, Oj. 

Die Mutterlauge von I mit 3 Teilen Alkohol versetzt: 

Praparat Il: 95 mg mit 16°) alkaliverseifbarem P,Q . 

Die Mutterlauge von IL bis zu sehwach lackmussaurer | Reaktion ab- 
gestumpft. Fallung von Praparat I1l: 70mg mit 15°) alkaliverseifbarem 
P,O;. 


Tabelle I. Jodoxydation verschiedener Fraktionen von glycerin- 
aldehydphosphorsaurem Barium. 


Je 2cem Lésung; nach Ausfillung des Ba mittels Na,SO, angesetzt. 





Verseifb. PO; 


eem Li- n 100 Ent- Jodver- Schwund 
Fraktion oe. Zusatz 10 Jod ate — pote a. a. on he 
lumen verbr. P.O, ‘ neg pp sarin theoret. theoret 
la 80 NaOH 1,5 8.54 3,03 2.80 0.18 108 93.5 
b 6.5 “ 1.0 6,38 2,27 2,80 0,72 81 74 
IIa 8.0 v 15 8,26 2,93 2,80 0.315 105 89 
b 8.5 |Na.CO,!| 1,5 7.94 | 2,78 2.80 0,41 99 86 
¢ 6.5 NaOH 1,0 | 6,78 | 2.40 | 2.80 86 
Illa 8,0 4 1,5 988 | 350 3.37 0.51 104 85 
b 8,5 Na ,COs| 1,5 948 337 3,37 0,72 109 79 


Ein aliquoter Teil der Lésung der Praparate wird zur Bestimmung des 
Jodverbrauchs und des alkaliverseifbaren P vor und nach Jodoxydation 
verwandt. Die Jodtitration wird nach der Vorschrift von Gébel' vor- 
genommen. Zur Alkalisierung ist, neben n/10 NaOH auch 0,2 mol. Na,CO, 
in der anderthalbfachen bis doppelten Menge des n/10 Jodzusatzes ein- 
getréptelt worden. Die Verwendung von Soda ist wegen der besseren 
Pufferung schonender, da von dem in den Loésungen des Trioseesters 
stets vorhandenen Methylglvyoxal weniger angegriffen wird und daher nur 
Spuren Jodoform entstehen. Es wird daher auch nur die theoretische 
Menge Jod verbraucht, andererseits ist aber auch die Oxydation des alkali- 
verseifbaren P weniger vollstandig. In den spateren Versuchen kehrten wir 
daher wieder zu dem Zusatz von n 10 NaOH zuriick. In diesem Falle wird 
zwar Ofters mehr als die theoretische Menge Jod verbraucht, die Oxydation 
reiner Praparate ist aber vollstaéndiger, ohne dai es zur Abspaltung von 
anorganischem Phosphat kommt. Die Resultate mit den drei Fraktionen I, 
II und II der Glycerinaldehydphosphorsiure sind in Tabelle 1 wieder- 
gegeben, wobei in den mit a, 6, ¢ bezeichneten Ansiitzen verschiedene 
Bedingungen der Jodtitration gewaéhIt sind. Zum Vergleich sind zwe 


Ansatze, Ib und Ile, mit ungeniigendem JodiiberschuB ausgeftihrt. Dabei 


1 J. of biol. Chem. 72, SO1, 1927. 
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sind 20°, weniger oxydiert. Der Jodiiberschu8 soll so groB sein, daB die 
Lésung bei 40 Minuten langem Stehen mit Alkalizusatz nicht entfarbt wird, 
wihrend so viel Alkali vorhanden sein muB, daB Phenolphthaleinpapier 
deutlich gerétet wird. 

Die Titrationen der Reihen a der Tabelle [ sind unter genau iiberein- 
stimmenden Umstanden ausgefiihrt und man sieht, daB hier in Praparat I 
93,5°.,, Praiparat I] 89°,, Praparat III 85°, oxydiert sind. Dies ist also 
auf den zunehmenden Cehalt an Dioxyacetonester zu beziehen. Anderer- 
seits werden mit Soda einige Prozent weniger oxydiert, wihrend der Jod- 
verbrauch dem theoretischen genau entspricht. 

Zu den Umlagerungsversuchen diente als Enzymextrakt 15 Stunden 
dialysierter Extrakt von Kaninchenmuskeln, der 1 bis 3 Wochen im 
Kisschrank aufbewahrt werden konnte. Er wurde in Verdiinnung |: 16 
bis 1: 32 verwandt. In der Mehrzahl der Versuche wurde er bei 60° mit 
dem Trioseester inkubiert. Dies geschah deshalb, weil bei dieser Tem- 
peratur das Gleichgewicht weitgehend nach der Seite des Trioseesters 
verschoben ist und daher die Riickverwandlung zur Hexosediphosphor- 
siure gering sein muBte. AuBerdem zeigte sich aber schon in orien- 
tierenden Versuchen, daB bei dieser Temperatur die Umlageiung rascher 
als die Gleichgewichtseinstellung vor sich geht, so daB sie schon nahezu 
vollendet sein konnte, wenn das alkaliverseifbare 'Triosephosphat nur 
wenig abgenommen hat. Bei 20° ergab sich zwar prinzipiell eine ahnliche 
Beziehung, doch war der Verlauf weniger zuverlassig. 

In Tabelle IT sind aus einer gréBeren Zahl gleichartiger Versuchs- 
reihen drei Beispiele wiedergegeben, zwei davon bei 60° und Versuch 3 


Tabelle I]. Enzvmatiseche Umwandlung von Glycerinaldehyd- 
phosphorsaure in Dioxyacetonphosphorséiure. 








1 2 3 $ ) 6 7 8 9 10 11 12 
: . Vor Nach a 
Ver- Ent- Jodzusatz Jodoxydation Vers. 
suchs- , n100 spricht P20; 
Nr Datum tem- Zeit Thio- mg ‘ yor 
pe- in sulfat, ver- | an-  alkal. an- aikal. Jod- 
ratur Sek. | verbr. seifb. organ. vers. organ. vers.  oxy- 
P.O,  P.»O5 P20;  PoO;, P.O; dation 
1935  9C we ee eet ’ 
5 60 0 | 6,28; 3,20 9 | 3,43 || 1,21 (1,93 | 2,24 | 1,52 | 68 
. . . . ] 


1,1 
10 4,16 145 1.25 3,65 1245245 240 1,19 50 
30 3,75) 180 1,24 3,511.21 248 227 100 44 
65 | 3,44] 1,20 | 1,28 | 3,25 1,25 |2,41 | 1,87 | 0,71 | 38 


2 6.1V.; 60 0 | 7,96] 2.88 | 1,70 | 3,93 11,72 |1,816) 228 218 
8 | 5,02) 1,79 | 1,75 | 3,73 | 1,72 (2,62 | 1,98 1,08 
15 5,30) 1,88 1,80 3,73 1,72 2,681 1,93 1,01 
80 | 516) 184 1.81 3,60! 1,79 2.635 1,79 0.94 





3 ||12.11.| 20 0 |10.9 | 387 1,88 618) 1,381 310 4,80 302 
12 (10,55) 3,75 1,88 6,18 1,33 3.29 4,80 285 
20 1018 861 1.38 618 135 345 480 271 
5) | 93 | 330 1,388 6,18 1,387 383 480 ) 235 
100 958, $40 1,38 584 1,35 342 446 2,40 
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bei 20°. Uberall wurde 0,25 cem Extrakt in 3,5 bis 4 ccm Gesamt- 
lésung verwandt. In Tabelle III sind gréBere Ansaitze verwandt, bei 
denen in nur einem Zeitpunkt gleichzeitig das Verhalten gegen Jod 
und die optische Drehung bestimmt sind. Aus der Tabelle Il ergibt 
sich, daB bei den gewahlten Mengenverhaltnissen bei 60° in der Regel 
schon im friihesten gemessenen Zeitpunkt, nach 8 bis 12 Sekunden, die 
Umlagerung zu Dioxyacetonphosphorséure maximal ist, nahezu ohne 
Verringerung des alkaliverseifbaren P. Bei 20° bedarf es hierfiir etwa 
50 Sekunden. Im iibrigen hangt auch der Verlauf von dem Alter des 
Extrakts und von Milieubedingungen ab. 


Man sieht zunachst durch Vergleich der Spalten 8, 9, 10 und Il der 
Tabelle I1, daB in den ersten 8 bis 15 Sekunden bei 60° und in 50 Sekunden 
bei 20° das vor der Jodoxydation vorhandene verseitbare P im héchsten 
Falle 5 bis 10°, abgenommen hat (Spalte 10), wahrend umgekehrt der nach 
Jodoxydation verbleibende Rest zugenommen hat (Differenz 9 minus 8), 
d. h. es ist durch Jod weniger oxydiert worden (Spalte 11). Entsprechend 
nimmt der prozentuale Schwund des verseifbaren P ab (Spaite 12). Der 
Vergleich von Spalte 6 und 8 ergibt, daB8 der anorganische P durch die 
Jodoxydation nicht veraiindert wird, der Schwund des alkaliverseifbaren P 
ist danach ausschlieBlich auf die Oxydation des Trioseesters zu Phospho- 
glycerinsiure zuriickzufiihren. Auch in den aufeinanderfolgenden Zeiten 
der enzymatischen Inkubation bleibt das anorganische Phosphat praktisch 
konstant, wenn das alkaliverseitbare P bereits starker abnimmt. Hier 
vollzieht sich also die alimaéhliche fermentative Umwand!ung in Hexose- 
diphosphorsiiure ohne Phosphatabspaltung. Dieselben Resultate zeigt 
auch die Tabelle III, nur da6 hier jeweils ein einzelner Zeitpunkt, 10 bis 
12 Sekunden nach Beginn, untersucht ist und die Anfangswerte und SchluB - 
werte nicht mit derselben Lésung angestellt sind, so da die Phosphat- 
gehalte fiir den Anfangswert nicht wiedergegeben sind. 

Die einzige deutliche Veranderung des Verlaufs ergibt sich durch die 
Temperatur, indem, wie man aus Versuch 3 sieht, die Umlagerung dort erst 
nach 50 Sekunden beendet ist, ohne daB das vor der Jodoxydation vor- 
handene verseifbare P sich geandert hat. Zusatz von Jodessigsiure ist, wie 
mehrere nicht wiedergegebene Versuche zeigten, ohne Fintlu®§ auf die 
Umlagerung. 

Benutzt man zur Berechnung die Versuche mit den reinsten Glycerin- 
aldehydphosphorsaure-praparaten, wo die Jodtitration nach Tabelle I, La, 
ausgefiihrt ist, namlich Tabelle 11, Versuch 2, und Tabelle II], Versuch 1, 
so sieht man, daB hier das alkaliverseifbare P auf die Halfte zuriickgeht, 
namlich von 95,5 auf 52,5% und von 92 auf 43°). Dann ist die biologisch 
wirksame Halfte der Glycerinaldehydphosphorséure annahernd voll- 
stiéndig in den Dioxyacetonester umgewandelt. In den anderen Ver- 
suchen ist die Jodoxydation des zugesetzten Glycerinaldehydesters 
(Anfangswert) unvollstandiger, wobei man vielleicht 15 bis 25°, auf 
den Gehalt an Dioxyacetonphosphorsaure beziehen kann und den Rest 
auf ungeniigenden JodiiberschuB. Rechnet man die unvollstandige 
Oxydation ganz auf Dioxyacetonphosphat, so wiirden 20 bis 35°, 
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davon praformiert vorhanden sein. Der Riickgang der Jodoxydation 
entspricht in diesen Versuchen etwa 25 bis 30°), so daB am SchluB 
etwa 55°, Dioxyacetonphosphat, 35 bis 40°, biologisch unwirksame 
(linksdrehende) und noch 5 bis 10°) rechtsdrehende Glycerinaldehyd- 
phosphorsaure vorhanden waren. 

Der Umstand, daB der alkaliverseifbare P nur wenig abgenommen 
hat, wenn die Umlagerung schon so gut wie beendet ist, macht es wahi- 
scheinlich, daB die Glycerinaldehydphosphorsaure erst in Dioxyaceton- 
ester verwandelt wird, ehe der Cbergang in Hexosediphosphat erfolgt. 
Dies ergibt sich besonders im Zusammenhang mit der Feststellung von 
O. Meyerhoj und K. Lohmann’, daB die Synthese des Glycerinaldehyd- 
esters zu Hexosephosphat mit dem gleichen Enzymansatz langsamer 
erfolgt als die des Dioxyacetonesters. Man kommt so zu der Reaktions- 
kette: Hexosediphosphat — 2 Dioxyacetonphosphat |= 2 Glycerin- 
aldehydphosphat, denn wenn die Reaktionskette Hexosediphosphat 


ie 


= 2 Glycerinaldehydphosphat = 2 Dioxyacetonphosphat bestiinde, so 
kénnte zwar die Reaktion von Glycerinaldehydphosphat -- Dioxy- 
acetonphosphat schon abgelaufen sein, bevor die Synthese zum Hexose- 
ester einsetzt, aber jedenfalls muBte diese aus Glycerinaldehydphosphat 
schneller erfolgen als aus Dioxyacetonphosphat. Dabei bleibt aber 
hypothetisch, ob es sich bei der Umwandlung der Trioseester wirklich 
um ein Gleichgewicht handelt. Wenn dies der Fall sein sollte, so kann 
man aus strukturchemischen Griinden annehmen, da} von dem Glycerin- 
aldehydphosphat die Dismutation in x-Glycerinphosphorséiure und 
Phosphoglycerinséure erfolgte. Damit wiirde die Glycerinaldehyd- 
phosphorsaure ein zwangslaufiges Durchgangsprodukt der Spaltung 
des phosphorylierten Zuckers sein; jedoch liegt ein unmittelbarer 
Beweis hierfiir bisher nicht vor. 

Unter Benutzung eines 15- bis 20fach gr6Beren Ansatzes als zu den 
Versuchen der Tabelle II diente, wurde mehrmals die Drehung des aus 
dem Trichloressigsdurefiltrat ausgefallten Bariumsalzes bestimmt. Die 
entsprechenden Zahlen fiir den Jodverbrauch und die Oxydation des 
alkaliverseifbaren P sind in Tabelle II] wiedergegeben. Der Umsatz 
geschah in allen Fallen bei 60° fiir 10 bis 12 Sekunden. Um die spezifische 
Drehung in nicht zu verdiinnten Lésungen zu bestimmen, wurde das 
Triosephosphat in schwach lackmussaurer Lésung mit tiberschiissigem 
Bariumacetat und Alkohol ausgefallt, das Salz getrocknet und der 
Hauptanteil in 2 baw. 4ccm n Salzsaure gelést und die Drehung gemessen. 
Bei diesen Prozeduren zerfallt ein nicht unerheblicher Teil. Dadurch 
wird die Berechnung aus der gefundenen Drehung auf die spezifische 
Drehung des Trioseestergemisches unsicher. Gefunden wurde in allen 


' Diese Zeitschr. 271, 89, 1934. 
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Tabelle II. Umlagerung von Glycerinaldehydphosphat fiir 
gleichzeitige Messungen der optischen Aktivitat. 
a Vorwerte, b Versuchswerte. Umsatz berechnet auf 1 cem zugesetzter 
Losung des Glycerinaldehydphosphat. 





Vor Jodoxydation Nach Jodoxydation 





mg PO; mg P,Os5 Verseift P20; => 

Enzym- ccm Ent- ———____—_——_—— =o 

Xr ver- n/100 spricht a = Se 
t Thi ‘ ws = =o 
diin- Thio- mg anor- alkali- anor- alkali- Ss 5 i 
— | P25 ganisch Yel ganiseh bos ip ts 6 ne 
seifbar seifbar S = > 2 

1.61:15 a 9,15 326 3,120 289 92 
b 6,00 216 1,18 3,65 1,13 2,53 247 107 43 

2 |1:24 a 19,7 | 7,0 7400 570 v7 
b 13,9 | 4,92 4,42 11,80 4.42 8,32 7.38 348 47 

31:18 a 25,3 | 923 966 652 6S 
181 642 2,91 12,07 2,85 8,18 9.06 3,53 30 


Fallen ein negativer Drehungswert: Ablesungen im l-dm-Rohr — 0,11 


bis 0.049. Die spezifische Drehung des restierenden Trioseester- 
gemisches berechnete sich fiir freie Saure zwischen 1° und 4.69, 


woraus also unter Benutzung des maximalen Wertes eine spezifische 
Drehung der natiirlichen Glycerinaldehydphosphorsiure von mindestens 
9? folgen wiirde. 

Zum SchluB sei hervorgehoben, daB unter allen Bedingungen, unter 
denen alkaliverseifbares Triosephosphat auftritt, sowohl bei der Spaltung 
des Hexosediphosphats im Muskelextrakt, dialysiert oder in Anwesenheit 
des Co-Ferments, sowie bei der Vergarung der Hexosediphosphorsaure 
mit Hefemazerationssaft, das Verhalten gegen Jod dasselbe ist wie in 
den isolierten Praparaten der Dioxyacetonphosphorséiure. Stets erweist 
sich der alkaliverseifbare P gegeniiber Jod zu iiber 90°), resistent. Es 
besteht daher in allen Fallen fast ausschlie Blich aus Dioxvacetonphosphor- 
siure. Unter denselben Bedingungen kann man aber auch die Umwand- 
lung des Glycerinaldehydesters in den Dioxyacetonester beobachten. 

Unsere Versuche, bei der Garung der Glycerinaldehyd phosphorsaure 
die biologisch unwirksame Komponente zu isolieren, verliefen negativ. 
Zwar vergor nur genau die Halfte des racemischen Praparats, aber die 
andere Halfte, aus der keine Kohlensaéure entstand, und die sich nicht in 
Dioxyacetonphosphat verwandeln kann, war nichtsdestoweniger inner- 
halb 15 Minuten vom Mazerationssaft vollstandig dephosphoryliert. Diese 
unspezifische Dephosphorylierung hangt aber mit dem biologischen 
Umsatz nicht zusammen, denn auch in Fluorid 1aBt sich nur die eine 
Halfte in schwer hydrolysierbare Phosphoglycerinsaure und Glycerin- 
phosphorséure umwandeln. Es erscheint daher auch nicht angangig, 
im Muskelextrakt irgendeinen Zusammenhang zwischen der Drehung 
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der entstandenen Milchséure und dem Drehungssinn der hypothetischen 
intermediaren Glycerinaldehydphosphorsaure zu konstruieren. Fiir die 
optische Aktivitat der enzymatisch gebildeten Milchséure kann nur die 
Konfiguration des spezifischen Ferments, aber nicht die Konfiguration 
der Ausgangssubstanz verantwortlich gemacht werden. Die Vorstufen 
der Milchséure sind sowohl bei physiologischem wie bei chemischem 
Umsatz der Trioseester optisch inaktiv, némlich in ersterem Falle 
Phosphobrenztraubenséure und Brenztraubensiure und im anderen 
Falle Methylglyoxal. 
Zusammenfassung. 

Zu dialysierten Enzymextrakten des Muskels zugesetzte synthetische 
Glycerinaldehydphosphorsdéure wandelt sich rasch annihernd zur Halfte, 
entsprechend der biologisch wirksamen Komponente, in Dioxyaceton- 
phosphorséure um, und zwar rascher als die Synthese zu Hexosedi- 
phosphorsaure erfolgt. Dies spricht zugunsten der Reaktionskette : 


Hexosediphosphorsaure = 2 Dioxyacetonphosphorsiure = 2 Glycerin- 


~ ~ 


aldehydphosphorsaure. 








Beitrige zur Kenntnis des quantitativen Chlorophyllwechsels 
der Laubblaitter wihrend ihrer Gesamtvegetation. 
Von 
N. T. Deleano und J. Diek. 
(Aus dem Laboratorium fiir analytische Chemie der Universitat Bukarest.) 
(Eingegangen am 16. Mai 1935.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Bei den zahlreichen bisher ausgefiihrten Messungen des Chlorophyll- 
gehalts verschiedener Laubblatter wurde einerseits, entweder das 
Verhaltnis der griinen Pigmente zu den gelben im griinen und vergilbten 
Laub, oder der Chlorophyligehalt des Laubes wahrend einer bestimmten 
Vegetationsperiode untersucht!. Anderetseits sind Messungen zur 
Klarung der quantitativen Bedingungen fii die Chlorophyllbildung oder 
seiner Beziehungen zur Stoffbildung angéstellt, ferner hat man die 
genetischen Beziehungen der Chlorophylle zu den Carotinoiden  ver- 
folgt?. Der jeweilige Chlorophyllgehalt der Laubblatter wahrend ihrer 
Gesamtvegetation wurde jedoch nicht untersucht. 

In der vorliegenden Arbeit untersuchten wir die Laubblatter auf 
ihren Chlorophyligehalt wahrend der gesamten Vegetationsperiode, also 
vom Beginn ihrer Entwicklung bis zu ihrem Absterben. Derartige Versuche 
sind natiirlich mit Serienbestimmungen des Chlorophylls verbunden, 
dessen Ermittlung um so einwandfreier sein mub, je kleiner die vor- 
handene Menge ist, da vor allem doch die Mengenverschiebungen des 
Chlorophylls wahrend der ersten Phase der Entwicklungsperiode und der 
letzten des herbstlichen Vergilbungsvorgangs (nekrobiotische Periode) 
von Beceutung sind. 

Ein einwandfreies Verfahren, das sich einerseits zu Serienbestim- 
mungen eignet, andererseits von der Menge der besonders bei der herbst- 
lichen Vergilbung beteiligten wasserléslichen Farbstoffe, wie auch des 
Carotins und Xantophylls unabhangig ist, haben wir vor kurzem in 
dieser Zeitschrift beschrieben®. Wir benutzten das Verfahren in vor- 
liegenden Versuchen mit gutem Erfolg. 


1 R. Willstdtter u. A. Stoll, Untersuchungen iiber die Assimilation 
der Kohlensaéure. Berlin 1918; AK. Sjéberg, Diese Zeitschr. 240, 156, 1931; 
u.a. — ? H. v. Euler, H. Hellstrém u. D. Burstrém, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 218, 241, 1933: MW. Riad Ahmed, Wiss. Arch. Landw., A: Pflanzen- 
bau 6, 311, 1931; H.v. Euler u. H. Hellstrém, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
183, 177, 1929; T.N.Godnew u. S. K. Korshenewski, Arb. Gory-Goretzki- 
schen Gelehrten Gesellschaft 7, 29, 1930; u. a. iN. T. Deleano u. 
J. Dick, Diese Zeitschr. 268, 317, 1933. 
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Das Verfahren beruht auf folgendem Prinzip: Das Chlorophyll wird aus 
den alkoholischen Blaitterextrakten mittels Chloroform abgeschieden, 
letzteres verdampft, der Riickstand verascht und in der Asche das im 
Chlorophyll vorhandene Magnesium als MgNH,AsO,.6 H,O! bestimmt, 
aus dessen Gewicht das Chlorophyll sich leicht berechnen laBt. 


Die Versuche wurden mit Laub der Bruchweide (Salix fragilis) und 
der Silberpappel (Populus alba) ausgefiihrt. Dabei wurden die Blatter 
einer Bruchweide mit mannlichen und einer Silberpappel mit weiblichen 
Bliiten untersucht. 


Von den Salixblattern wurde die erste Probe am 3. Mai und die letzte 
am 15. November 1933 gesammelt. Am 27. April entfalteten sich die 
Knospen. Die herbstliche Vergilbung setzte nach einer Vegetation von 
etwa 180 Tagen ein. Am 16. November war kein Laub mehr vorhanden. 
Die Gesamtvegetation hielt also 202 Tage an. Von den Silberpappelblattern 
wurde die erste Probe am 30. April und die letzte am 28. Oktober 1933 
gesammelt. Am 27. April entfalteten sich die Knospen,; Die herbstliche 
Vergilbung setzte nach einer Vegetation von etwa 170 Tagen ein. Am 
30. Oktober waren samtliche Blatter abgefallen. Die Gesamtvegetation 
hielt also 184 Tage an. 

Stets wurden 15 bis 60 g Laub in Arbeit genommen, je nachdem griine, 
hellgriine, gelbgriine oder gelbe Blatter zur Analyse gelangten. Beim 
Beginn wurde eine gr6Bere Anzahl, spater je 200 Bruchweidenblatter und 
je 50 Silberpappelblatter in Arbeit genommen. Im iibrigen sei auf die 
nihere Beschreibung des Verfahrens verwiesen ?. 

Was die Berechnung des Chlorophylls betrifft, so kann es in Chloro- 
phyll a, Chlorophyll 6, oder als Gemisch der beiden Komponenten a — 6 
im Verhaltnis Q " = : ausgedriickt? und auf eine bestimmte Zahl von Blatter 
(biometrische Methode), auf das Frischgewicht (auch Trockengewicht) und 
auf die Blattflache bezogen werden. 

Wir berechneten die Analysenergebnisse als Chlorophyll a. Diese 
Berechnung geht ohne weiteres an, da sich die Ergebnisse, wenn man sie als 
Chlorophyll @ statt Chlorophyll a + 6 in dem bei normal lebenden Pflanzen 
annahernd konstantem Verhaltnis 3:1 berechnet, um kaum 0,4°, ver- 
ringern. 

Die Chlorophyilmengen wurden dann auf 100g Frischsubstanz und 
100 Blatter bezogen. Die letztere Ausdrucksweise der Ergebnisse, namlich 
Berechnung auf 100 Blatter, wurde bereits in mehreren im hiesigen Labora- 
torium ausgefiihrten Studien iiber die Rolle und Wirkungsweise der Mineral- 
und organischen Stoffe im Pflanzenleben mit gutem Erfolg angewandt?. 
Sie hat den groBen Vorteil, uns unmittelbar ein einwandfreies und rationelles 
Bild itiber die Lebenserscheinungen der Pflanze zu liefern, da in diesem 
Falle die Analysenergebnisse auf die ganze Masse des Individuums bezogen 


1 J. Dick u. A. Rudner, Zeitschr. f. anal. Chem. 96, 245, 1934. 
2 N. T. Deleano u. J. Dick, a.a.O. — #3 Dieselben, a.a. O. ot" as 
Deleano u. M. 1, Andreesco, Beitr. z. Biol. d. Pflanzen 19, 249—286, 1932; 
N. T. Deleano u. C. Bordeianu, ebenda 20, 179—197, 1933; N. T. Deleano, 
Bull. Soc. de Stiinte, Cluj 7, 45—59, 1932. u.a. 
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werden. Um diese Ausdrucksweise der Ergebnisse benutzen zu kOnnen, muh 
bei der Probenahme eine gewisse Vorsicht geiibt und die Analysen an 
einer groBeren Anzahl unter méglichst gleichen Verhaltnissen gesammelten 
Individuen vorgenommen werden. So sammelten wir bei jeder Probenahme 
Blatter mittlerer und méglichst gleicher GréBe. Ob uns die biometrische 
Methode auch den Chlorophyllwechsel (Speicherung, Verringerung) der 
Laubblatter wahrend ihrer Gesamtvegetation den Lebenserscheinungen 
der Pflanze entsprechend in einem einwandfreien Bild wiedergeben kann, 
wird weiter unten er6rtert. 


Tabelle 1. Chlorophyllgehalt der Bruchweidenblatter, o (Salix 
fragilis, mannlich), auf 100g Frisehsubstanz und 100 Blatter 
berechnet. 





Gefunden 


Tage shine —- mndee Gewogen ___ ( hlorophyll a 
aT alii a4 — n aoe at ie 7 io ee i tee 
tation Blatter eer er Total Pe Blattern 

1933 Stiiek g mg mg mg mg 

1 = 6 hellgriim 300 15,5 $2 9,9 63,7 3.3 
ee Sa 9 és 300 20.0 3,8 11,7 | 58,6 39 
oy a2.  . 14 300 = =33,0 5,4 16,6 50,5 5,5 
41/16. V. 19 - 200 24,0 5,5 16,9 70,7 8.5 
5 || 20. V. 23 griin 200 22,2 6.3 19.4 87,5 9,7 
61 26. Vz. 29 Ps 200 17,5 10,4 32,1 183.3 16,0 
7 2. VI. 36 - 200 19,8 14,6 45,0 227,55 22,5 
8 9. VL 43 a 200 29.0 18,8 58,0 200.0 29,0 
9} 17. VI. 51 » 200 29,0 20,6 63,5 | 219,2 31,8 
10 | 30. VI. 64 is 200 31,6 25,1 77,4 | 245,1 | 38,7 
11 || 12. VII. 76 % 200 35,5 27,9 86.1 242.5 43,0 
12 9, VIII. 104 ps 200 31,0 29,3 90,4 291.6 452 
13 || 6. IX. 132 ‘ 200 32.0 30,4 93,8 2931 46,9 
14 | 20. IX. 146 = 200 32,5 29,5 91.0 280.0 45.5 
15 4. X. 160 ‘is 200 32,0 30,6 94.4 295.0 47,0 
1618. X. 174 i 200 32,0 29.6 91,3 , 285.4 45.6 
17, 28. X. 184 gelbgriin §=290 31,0 24,2 74.6 240.9 § 37,3 
18 6. XI. 193 . 200 33,0 15,2 46,9 1421 | 23,5 
19 | 13. XI. 200 gelb 200 40,5* 2.4 7,4 18,3 3,7 
20 | 15. XI. 202 e 200 38,0* 1,3 4,0 10.5 2.0 


* Anhaltendes Regenwetter. 


In Tabelle I geben wir die Analysenergebnisse der Chlorophyll- 
bestimmungen in Bruchweidenblattern, und zwar auf 100g  Frisch- 
substanz und 100 Blatter berechnet, an. Aus Tabelle I] sind die Ergeb- 
nisse der an den Silberpappelblattern ausgefiihrten Bestimmungen 
ersichtlich. 

Entwirft man nun mittels dieser Zahlen eine Kurve, indem man 
auf die Abszisse die Vegetationszeit in Tagen und auf die Ordinate die 
Chlorophyllmengen in mg fiir je 100 Blatter berechnet, auftragt, so 
erhalt man fiir die Bruchweidenblaitter Abb. 1 und fiir die Silber- 
pappelblatter Abb. 2. 

4* 











52 N. T. Deleano u. J. Dick: 


am 


Tabelle I. Chlorophyllgehalt der Silberpappelblatter, 2 (Populus 
alba, weiblich), auf 100g Frischgewicht und 100 Blatter berechnet. 





Gefunden 
Tage scot Angewandte Gewogen Chlorophyll a 

‘ . Aussehen sche oN +h Does ocae Ean 
Nr. Datum Venn. (088 a Mg ts - in 1006 | in 100 
tation Blatter 1 we: Total substanz Blattern 

1933 Stiick g mg mg mg mg 

1 30. IV 3. hellgrin 1000 45,4 15,5 47,8 105.3 4,5 
2 | ae 12 . 200 = 37,5 21,4 66,0 176.1 33,0 
Seda. YY. 17 griin 200 54,5 28,7 885 162.5 443 
4 | 26. - ¥. 23 e 100 37,4 18,6 57,4 153.4 57,4 
5 | 80. iV~ 33 . 50 | 22,5 19,4 59,8 266,0 119,7 
6118. VL 47 ss 50-229 25,3 78,0 354,8 156,1 
7 8: VIL. 67 * 50 «22,3 24,9 76,8 3445 153.6 
8 ||.12. VII. 76 - 50 = 24,0 25.7 79,3 3380,4 158.6 
9 | 26. Vil. 90 B 50 | 22,2 24.3 75,0 337,7 150,0 
10 24. VIII. 119 s 50 23,0 25,8 79.6 346.1 159,2 
11 6. IX 132 = 50) 24.5 26.0 80.2 3827.4 160.4 
12 eee Se 148 ca 50 | 21,5 25.3 78,0 363,00 156.1 
13 oe 163 - 50 24,5 19,1 58,9 240.5 117,8 
coe va 173 ~~ gelbgriin 50 = 23,0 13.3 41,0 178.4 82,0 
15} 23. xX 179 a 59 | 21,5 6.8 21,0 97,6 42,0 
16 |, 26. X 184 gelb 50 | 23,5 ri 3,4 14,4 6,8 


Aus Abb. | ist ohne weiteres ersichtlich, daB die Speicherung des 
Chlorophylls in den Bruchweidenblattern etwa 70 Tage anhalt. Die 
Menge des Chlorophylls nimmt wahrend dieses Zeitraums regelmabig 
zu. Wahrend der Bliitezeit wurde keine Unregelmabigkeit der Chloro- 
phyllspeicherung beobachtet. 
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Abb. 1. Abb. 2. 


Ist die Speicherung beendet, so bleibt die Menge des Chlorophylls 
etwa 110 Tage hindurch fast unverandert. Innerhalb kleiner Grenzen 
sind auch hier Schwankungen zu beobachten, obzwar die Proben stets 
zur gleichen Tageszeit gesammelt waren; sie sind vor allem auf Witte- 
rungsverhaltnisse zuriickzufihren. 
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In den letzten 20 bis 25 Tagen, gleichzeitig mit dem Einsetzen der 
Vergilbung, nimmt nun die Menge des Chlorophylls rasch ab. In den 
letzten 2 Tagen sind in den vollkommen vergilbten Blattern nur mehr 
ganz kleine Mengen Chlorophyll vorhanden, es ist aber noch immerhin 
in samtlichen Blattern zugegen. 

Aus Abb. 2, von derselben Form wie Abb. 1, ergibt sich, daB die 
Speicherung des Chlorophylls in den Silberpappelblattern etwa 40 Tage 
lang anhalt. Die Speicherung ist auch in diesem Falle eine sehr regel- 
maBige und wird in der Bliitezeit nicht unterbrochen. Nachher bleibt 
die Chlorophyllmenge etwa 120 Tage im Rahmen kleiner Schwankungen 
unverandert, um in den letzten 25 Tagen, fast gleichzeitig mit dem 
Einsetzen der Vergilbung, rasch abzusinken. 

Wie aus obigen Versuchen ersichtlich ist, liefert uns die biometrische 
Methode auch in diesem Falle unmittelbar ein einwandfreies|und reales 
Bild der Vorgange beziiglich der Variation der griinen Pigmente des Laubes. 
Vergleicht man den Chlorophyllwechsel det Bruchweidenblatter mit dem 
anorganischen und organischen Stoffwechsel und Wassergehalt dieser 
Blatter!, so ergibt sich, daB die Speicherung der Mineralstoffe: Si, Mg, 
Ca, Fe, K, P, wie auch des gréBten Teiles der organischen Stoffe : Gesamt- 
stickstoff, léslicher und koagulierbarer Stickstoff. Starke u.a., ebenso 
auch der Frisch- und Trockensubstanz und schlieBlich die Absorption 
des Wassers etwas friiher als die der griinen Pigmenten beendet ist, 
denn bei diesen Stoffen entsprechen der Entwicklungsperiode im 
Durchschnitt etwa 50 bis 60 Tage. Das Laub erreicht also seinen Héchst- 
gehalt an Chlorophyll etwas spiter als an organischen- und Mineral- 
stoffen. ; 

Wahrend aber die Menge des Chlorophylls etwa 110 Tage hindurch 
unverandert bleibt, beginnt der anorganische und organische Stoff- 
schwund bereits nach einer Assimilationsperiode von 90 bis 100 Tagen. 
Folglich steht der Chlorophyllschwund mit der Abnahme der 
organischen und Mineralstoffe in keinerlei Beziehung. Die Riick- 
wanderung der letzteren setzt bedeutend friiher ein als der Chlorophyll- 
schwund. Dies bezieht sich auch auf den Wasserschwund. 

Die Schwankungen im Gehalt des Laubes an gelben Pigmenten 
sollen in einer spateren Abhandlung besprochen werden. 


Zusammenfassung. 
1. Es wird der jeweilige Chlorophyllgehalt der Laubblatter (Salix 
fragilis und Populus alba) wahrend ihrer Gesamtvegetation quantitativ 


bestimmt. 


1 N.T. Deleano u. M. I. Andreesco, a. a. O. 
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2. Zur Bestimmung des Chlorophylls wird das von uns vor kurzem in 
dieser Zeitschrift beschriebene Verfahren! mit gutem Erfolg angewandt. 

3. Die Speicherung des Chlorophylls halt bei den Bruchweiden- 
blattern etwa 70, bei den Silberpappelblattern etwa 40 Tage an. 

Wahrend der Entwicklungsperiode nimmt die Menge des Chloro- 
phylls regelmaBig zu. 

In der Assimilationsperiode, die sowohl] bei Salix fragilis als auch 
bei Populus alba 110 bis 120 Tage anhalt, bleibt die Menge der griinen 
Pigmente — im Rahmen kleiner Schwankungen — fast unverandert. 

In den letzten 20 bis 25 Tagen nimmt die Menge des Gesamt- 
chlorophylls in beiden Fallen rasch ab. In vollkommen vergilbtem Laub 
sind nur mehr sehr kleine, aber deutliche Mengen Chlorophyll vorhanden. 

4. Wahrend der Bliitezeit nimmt die Chlorophyllmenge ebenso 
regelmaBig zu, wie wahrend der ganzen Entwicklungsperiode. Das 
Aufbliihen und die Fruchtbildung beeinfluBt also die regelmaBige 
Speicherung der griinen Pigmente nicht. 

5. Das Laub von Salix fragilis erreicht seinen Héchstgehalt an 
Chlorophyll etwas spater als an organischen und mineralischen Be- 
standteilen und an Wassergehalt. Die Riickwanderung der orga- 
nischen Substanz und der Mineralstoffe setzt bedeutend friiher ein 
als der Chlorophylischwund. Dies bezieht sich auch auf den Wasser- 
schwund. Folglich steht der Chlorophyllschwund mit dem Riickgang 
der tbrigen festen Bestandteile und mit der Verringerung des Wasser- 
gehalts in keinerlei Beziehung. 

6. Die Berechnung der Ergebnisse auf 100 Blatter (biometrische 
Methode) liefert auch im Falle des quantitativen Chlorophyllwechsels 
der Laubblatter wahrend ihrer Gesamtvegetation — ebenso wie bei dem 
organischen und anorganischen Stoffwechse] — den Lebenserscheinungen 
der Pflanze entsprechend, unmittelbar ein einwandfreies und rationelles 
Bild der Vorginge. 


1 N. T. Deleano u. J. Dick, a. a. O. 
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Der Kohlenhydratstoffwechsel der 
Weinbergschnecke (Helix pomatia L.) unter der Einwirkung 
von Insulin und Adrenalin. 

Von 
(ierhard Wolf-Heidegger. 


(Aus dem Zoologischen und vergleichend-anatomischen Institut und 
aus der Medizinischen Klinik der Universitat Bonn.) 
(Ausgeftihrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft.) 


(Eingegangen am 15. Mai 1935.) 
A, Die Insulin- und Adrenalinwirkung bei Wirbellosen. 


Wahrend die innersekretorischen Verhaltnisse im Vertebratenorganismus 
heute bereits weitgehend geklart sind, ist ..imser Wissen von der Hormon- 
produktion und Hormonwirkung bei den Wirbellosen noch sehr'karg. Dats 
bei ihnen Prozesse hormonaler Natur vonstatten gehen. ist nicht zweifelhaft. 
Teilweise, vor allem bei den Deuterostomiern, sind auch Vertebraten- 
hormone wirksam, doch sind die Kenntnisse hieriiber noch sehr liickenhaft** 
(Heidermanns, 1933). Weitere Untersuchungen iiber die Wirkung von 
Wirbeltierhormonen im Wirbellosenorganismus erscheinen also angebracht. 
Neben dieser Uberlegung war es eine Mitteilung Collips, die mich besonders 
zu den vorliegenden Untersuchungen veranlaBte. Collip berichtet (1923), 
daB es ihm gelungen sei, aus dem Gewebsextrakt der Muschel Mya arenaria 
eine ,,insulin-like substance*’ darzustellen. Diese Substanz war imstande, 
den Blutzucker von Kaninchen zu senken, sowie Krampfe bei den Versuchs- 
tieren hervorzurufen, die durch subcutane Traubenzuckergaben kupiert 
werden konnten. Diese Befunde Collips sprachen augenscheinlich fiir eine 
weitgehende Verbreitung des Insulins oder zumindest insulinahnlicher 
Substanzen auch bei Wirbellosen. Es sei jedoch an dieser Stelle bereits 
erwahnt, daB Collip spater (1927) angegeben hat, er halte es fiir méglich, 
da die blutzuckersenkende Wirkung derartiger Extrakte, die stets erst 
langere Zeit nach der Injektion auftrat, auch durch Mikroorganismen 
bedingt sein kénne, die mit den damals noch nicht auf Keimfreiheit gepriiften 
Extrakten in den Organismus der Testkaninchen hatten gelangen und dort 
zu Leberschadigungen AnlaB geben kénnen. Es miisse also bei diesen Ver- 
suchen mit der Moéglichkeit gerechnet werden, ,,that liver damage was 
responsible for the drop in sugar‘*, wie mir Prof. Collip mitteilte'. 

Diese Befunde lieBen es mir besonders wiinschenswert erscheinen, auch 
einmal umgekehrt zu versuchen, ob das Wirbeltierinsulin und sein Antagonist, 
das Adrenalin, irgendeinen EinfluB auf den Kohlenhydratstoffwechsel 
Wirbelloser auszuiiben vermédgen. Besonders geeignet fiir diese Unter- 
suchungen schien mir die Weinbergschnecke (Helix pomatia L.) zu sein, 
da dieses leicht zu beschaffende und widerstandsfahige Versuchstier, ebenso 
wie Collips Muschel Mva, zur Klasse der Mollusken gehért, und da auch der 
qualitative Kohlenhydratstoffwechsel dieses Tieres dem des Vertebraten- 
organismus in verschiedener Hinsicht bereits recht ahnlich ist. So werden 


Es sei mir gestattet, Herrn Prof. Dr. Collip-Montreal fiir seine liebens- 
wurdige Auskunft an dieser Stelle nochmals meinen verbindlichsten Dank 
auszusprechen. 
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z. %. die in der Nahrung aufgenommenen Kohlenhyvdrate je nach der 
Nahrungsmenge und dem augenblicklichen Zuckerverbrauch des Tieres in 
der Mitteldarmdriise (Leber) die auch in thren tibrigen Funktionen 
Wirbeltierleber aufweist in Form des Reservekohlenhydrats Glykogen 
aufgespeichert. Diese Verhaltnisse veranlaBten daher bereits Claude Bernard 
(1853), Arukenberg (1882), Barfurth (1885) u.a. zu der Feststellung, .,dai 
die Leber der Gastropoden nicht nur! eine Fermentdriise, sondern durch 


(Fermentproduktion, Exkretbildung usw.) weitgehende Analogien zu 


eine hervorragende glvkogenbildende Tatigkeit ein Analogon der Wirbel- 
tierleber*’ darstelle. 

Die Frage, ob das Insulin im Stoffwechselgeschehen der Wirbellosen 
und der niederen tierischen und pflanzlichen Organismen eine Wirkung 
auszuiiben vermag, ist bereits verschiedentlich bearbeitet worden. Wahrend 
lediglich Burge und Estes (1926) einen vermehrten Zuckerverbrauch von 
Paramaecien angeben, deren zuckerhaltiger WKulturfliissigkeit Insulin 
zugesetzt wurde, konnten sich Farth (1924), Me Guire und Falk (1924), 
Kendall (1925), Collip (1925), Hemmingsen (1925), Schwarz (1935) u.a. 
von einer Insulinwirkung bei Wirbellosen, Protisten und Bakterien nicht 
iiberzeugen. 

Schwarz, die gleichzeitig und unabhangig von mir die Insulin- und 
Adrenalinwirkung aut den Zuckergehalt des Sehneckenblutes untersucht 
und ihre Ergebnisse vor kurzem in dieser Zeitschrift verdffentlicht hat, teilt 
mit, daB Insulin den Blutzuckerspiegel der Weinbergschnecke nicht be- 
einfluBt. Fiir T'rendelenburg (1934) hat es nach den bisher vorliegenden 
Untersuchungen jedentfalls den Anschein, ,,als ob Insulin bei niederen 
Organismen keine Stoffwechselwirkungen hat’. 

Unsere Kenntnisse iiber die Wirkung des Adrenalins im Organismus 
von Wirbellosen sind ebenfalls noch sehr gering. Uber eine etwaige Stoff- 
wechselwirkung des Adrenalins bei Wirbellosen hat bis jetzt meines Wissens 
nur Schwarz (1935) gearbeitet, die nachweisen konnte, da das Adrenalin 
den Blutzuckergehalt der Weinbergschnecke nicht beeinfluBt. Wir wissen 
jedoch, daB Adrenalin auf die glatte Muskulatur verschiedener Wirbelloser 
eine mehr oder minder starke Wirkung ausiibt (Carlson, 1906, v. Briicke und 
Satake, 1912, Gaskell, 1920, Hogben und Hobson, 1923/24, u.a.)?. 


Y Wahrend der Drucklegung der Arbeit erscheint in Heft 1/2 des 
33. Bandes (1935) der Berichte iiber die wissenschaftliche Biologie die Be- 
sprechung einer Arbeit von N. B. Medwedjewa (Med. Z. vsenkrain. Akad. 
Nauk 4, 141, 1934), die mir im Original bis zur Riieksendung der Korrekturen 
leider noch nicht zuganglich war, und in der diese Autorin eine durch 
Gynergen unterdriickbare Adrenalinwirkung auf den Blutzuckergehalt von 
Helix angibt. Wedwedjewa nimmt einen Normalzuckergehalt von 12 mg-% 
fiir das Blut dieser Schnecke an und findet bei ihren Adrenalintieren meist 
héhere Blutzuckerwerte (35 mg-°g %¥% Stunde, und 29 mg-% 114 Stunden 
nach der Injektion von 0,1 bis 0,2 cem Adrenalin 1: 1000). Sie beriicksichtigt 
also nicht die Tatsache, daB der Blutzuckergehalt der normalen Schnecke, 
der nicht fixiert und gréBeren Schwankungen unterworten ist, etwa 10 bis 
30 mg-°, betragt (siehe Schwarz, 1935, und die vorliegende Arbeit), und 
da® auch Werte von 34 bis 36 mg-°6, wie ich sie bei einigen meiner Insulin- 
tiere fand (siehe Tabelle IIT und IV), noch als normale Werte bezeichnet 
werden miissen, die allenfalls infolge des unspezifischen Injektionsreizes 
etwas erhéht zu sein scheinen. 
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B. Das Allgemeinverhalten der Weinbergsechnecke unter der Einwirkung von 
Insulin und Adrenalin. 


Die Untersuchungen wurden samtlich mit Ausnahme der Vergleichs 
bestimmungen tiber den Blutzuckergehalt der normalen Wintérschnecken 
an ausgewachsenen, kraftigen Sommertieren der Schneckengattung Helix 
pomatia L. durchgefiihrt, die aus verschiedenen Gegenden des Rheinlandes 
(aus der Umgebung von Bonn und Trier) stammten. Die Tiere wurden 
zum Teil sofort nach der Gefangennahme untersucht, zum Teil bis zur 
Untersuchung in einem Freilandterrarium aufbewahrt und. reichlieh mit 
Kopfsalat gefiittert. 


Bei den Versuchen fanden zwei bewahrte Praparate der I. G. Farben- 
industrie Anwendung, namlich Suprarenin hydrochlor. synthet. (D. A. B. 6), 
in einer Lésung 1: 1000, sowie das Insulin ,,H6chst**, die intramuskular in 
den FuBmuskel der Tiere injiziert wurden. 

Um eine unspezifische Reizwirkung der Injektion von einer etwaigen 
Insulin- und Adrenalinwirkung abgrenzen zu kénnen, wurde gleichzeitig 
mit den Insulin- und Adrenalineinspritzungen mehreren Kontrolltieren 
0,1 cem physiologische Kochsalzlésung injiziert. Diese Kontrolltiere wurden 
dureh eine solche Injektion nur unwesentlich irritiert und krochen wenige 
Minuten spiter wieder vollig unbekiimmert umher. 

Bei den Insulintieren laBt sich unmittelbar nach der Injektion eine 
starkere Schleimsekretion beobachten, die jedoch nicht als spezitiseh an 
gesehen werden kann, da die Schnecken fast jeden starkeren Reiz von auBen 
mit einer mehr oder minder heftigen Schleimsekretion beantworten. Die 
Sechnecken ziehen sich nach der Insulininjektion nicht, oder nur fiir kurze 
Zeit, in ihr Haus zuriick. Sie bleiben nach dem Hervorkriechen minutenlang 
trage ausgestreckt an Ort und Stelle oder kriechen auch etwas umher. Aut 
fallend ist beiden Insulinschnecken die starke Vorwélbung der subepithelialen 
Muskelwiilste. Die Tiere zeigen unter Umstanden auch einige Minuten nach 
der Injektion eine mehr oder minder starke motorische Unruhe, die wit 
jedoch keinesfalls etwa als regelrechte Insulinkrampfe deuten diirfen, zuma! 
der Kohlenhydratstotfwechsel der Weinbergschnecke, wie wir noch sehen 
werden, durch Insulin in keiner Weise beeinfluBt wird. Die Adrenalintiere 
hingegen ziehen sich sofort nach der Injektion tonisch-krampfartig in ihr 
Haus zuriick und sezernieren betrachtliche Mengen eines glasig-weiben, 
schaumigen Schleimes; sehr haufig ist auBerdem noch Kotabgang zu beob- 
achten. Die Adrenalinschnecken bleiben langere Zeit (etwa 10 bis 15 Minuten 
bis zu 1 Stunde und mehr) im Hause zuriickgezogen. Nach dem Auskriechen 
machen die Tiere einen sehr trockenen Eindruck und sehen auBerordentlich 
hell und unpigmentiert aus. Die Depigmentierung der soeben auskriechenden 
Adrenalintiere ist gegeniiber dem Pigmentgehalt normaler Schnecken und 
dem der z. T. besonders dunklen Insulintiere so auffallend, da® sie nicht 
durch einen unspezifischen Injektionsreiz, sondern nur durch eine spezi- 
fische Adrenalinwirkung erklart werden kann. 

Diesen Farbwechsel der Adrenalinschnecken, den ich als Nebenbefund 
im Laufe der vorliegenden Stoffwechseluntersuchungen beobachten konnte, 
kénnen wir als einen weiteren Beweis datiir ansehen, da beim Farbwechsel 
verschiedener Tiere das Adrenalin ,,augenscheinlich auf die Melanophoren 
eine ahnliche Wirkung ausiibt wie auf die glatten Muskelfasern™ (7. Budden- 
brock, 1928). Eine genaue Darstellung der Farbwechseluntersuchungen, die 
noch nicht abgeschlossen sind, soll spater an anderer Stelle erfolgen. 
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Wahrend bei den Insulintieren eine schadliche Wirkung der Injektion 
nicht festzustellen ist, gehen viele der Adrenalintiere einige Zeit nach der 
Injektion unter stetig starker werdenden Vertrocknungserscheinungen 
zugrunde. Werden die Schnecken jedoch mehrfach mit Wasser oder physio- 
logischer Kochsalzlésung abgespiilt und auch weiter feucht gehalten, so 
iiberstehen sie diesen Zustand meist recht gut. 


(. Der Kohlenhydratstoffwecehsel der Weinbergsehnecke unter der Einwirkung 
von Insulin und Adrenalin. 


I. Untersuchungen dber den Blutzuckergehalt. 


Die Wirkung des Insulins auf den Kohlenhydratstoffwechsel eines 
Organismus ist am besten und eindeutigsten aus dem Verhalten des Blut- 
zuckerspiegels ersichtlich, da die Blutzuckersenkung nach wie vor als das 
wichtigste Kriterium der Insulinwirkung anzusehen ist, wahrend nach 
Adrenalingabe beim Wirbeltier bekanntlich Hyperglykamie mit konsekutiver 
Givkosurie auftritt. Es ergab sich also vor allem die Aufgabe, das Ver- 
halten des Blutzuckers der Weinbergschnecke unter der Einwirkung des 
Insulins bzw. des Adrenalins zu beobachten. 

Um diese Untersuchungen tiberhaupt durchfiihren zu kénnen, muften 
zuerst einmal die Blutzuckerwerte einer gréBeren Anzahl normaler Tiere 
bestimmt sowie die Festsetzung eines etwaigen Normalgehalts angestrebt 
werden. Denn quantitative Angaben iiber den Blutzuckergehalt der Heli- 
ciden standen uns vor dem Erscheinen der Schwarzschen Arbeit (1935) 
nicht zur Verfiigung, und die wenigen qualitativen Angaben, die wir besitzen, 
sind alles andere als eindeutig und tibereinstimmend (Couvreur, 1900, 1902; 
Couvreur und Bellion, 1907, 1908: Bellion, 1909, und Seilliére, 1907, 1908). 
Die einzige quantitative Angabe iiber den Zuckergehalt des Schnecken- 
blutes, die wir vor Schwarz besaBen, stammt von Myers (1923), der bei der 
Seeschnecke Haliotis rufescens einen Blutzuckergehalt von 37 bis 91 mg-°% 
festgestellt hat. 

Das zu den Untersuchungen verwandte Schneckenblut wurde zuerst 
dureh Herzpunktion gewonnen, wie ich es bei meinen Untersuchungen itiber 
die nephridiale Stickstoffausscheidung der Weinbergschnecke (1933) gehand- 
habt und beschrieben habe. Da jedoch zur quantitativen Bestimmung der 
verschiedenen Reststickstoffbestandteile gréBere Blutmengen  bendétigt 
wurden, zur Ausfiihrung der Blutzuckerbestimmung nach Hagedorn und 
Jensen aber zweimal 0,1 cem-Blut geniigen, wurde die Herzpunktion bald 
durch Punktion der Hauptlungenvene (Topographie siehe bei J. Meisen- 
heimer, 1912, 8S. 5) ersetzt. nachdem ich festgestellt hatte, daB die Venen- 
punktion sich nach Anlegung eines sehr kleinen Loches in der Schale iiber 
dem Venenverlauf unschwer durchfiihren la8t, und daB diese Art der 
Blutentnahme einen Eingriff darstelit, den das Tier ohne weiteres vertragt. 
Die geringe Blutung steht nach dem Herausziehen der Nadel bald, wahr- 
scheinlich durch Kontraktion der Wundrander, da das Schneckenblut 
bekanntlich nieht gerinnt. Man kann die Blutung auch sofort nach der 
Entnahme durch Anpressen eines kleinen Salatblattchens, Seidenpapier- 
~tiickchens usw. zum Stehen bringen. Derartige indifferente, unldésliche 
Stoffe wurden absichtlich zur Wunddeckung gewahlt, um nicht bei einer 
anschlieBenden zweiten Blutentnahme mit einer Verunreinigung des Blutes 
rechnen zu miissen. Denn bei dieser Art der Punktion gelingt es leicht, bei 
einem Tiere mehrmals, z. B. vor und nach der Injektion oder mehrmals in 
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bestimmten Abstanden nach der Injektion Blut zur Untersuchtng zu ent- 
nehmen. Die Tiere vertragen diesen Blutverlust recht gut, vor allem, wenn 
sie, wie bereits oben erwahnt wurde, nach der letzten Blutentnahme, 
mit Wasser oder mit physiologischer Kochsalzlésung 6fters abgespiilt 
werden, wodurch wohl vor allem ein schneller Ersatz der verlorengegangenen 
Koérperfliissigkeit (Blut, Schleim) erméglicht wird. Die Tiere regenerieren 
den Blutverlust bei guter Ernahrung und feuchter Haltung in kurzer Zeit, 
und auch der Schalendefekt wird durch Kalkapposition mit Hilfe der groBen, 
in der Schneckenleber aufgestapelten Kalkmengen in Balde wieder ver- 
schlossen. 

Das so gewonnene Schneckenblut wurde unmittelbar nach der Ent- 
nahme in der von Hagedorn und Jensen angegebenen Weise auf seinen 
Zuckergehalt untersucht !. 


Fir den Blutzuckergehalt normaler, genahrter Sommertiere er- 


gaben sich folgende Werte?: 


Tabelle I. Blutzuckerwerte normaler Sommertiere in mg-®,. 





Nr. des Versuchstieres . . . 1/2 3 4 5/6 > 7 8 9 10 11 12 13 14 15) Mittelwert 


Blutzucker in mg-%/9. . . 2915/29 22 25 21 21 2221 272219192814) 22,2 


Der rechnerische Mittelwert fiir den Blutzuckergehalt dieser Tiere 
betragt also 22,2 mg-°,. Bei einem groben Prozentsatz der unter- 
suchten Tiere entsprach der Blutzuckergehalt unter geringen Ab- 
weichungen diesem Wert. Als extreme Werte wurden bei normalen 
Sommertieren ein Blutzuckergehalt von 29 bzw. 14 mg-°, festgestellt. 
Diese Zahlen stimmen durchaus mit den von Schwarz festgestellten 
Blutzuckerwerten iiberein. 

Das Schwanken des Zuckergehalts im Schneckenblut entspricht dem 
Befund Hemmingsens an Krebsen (1925), wonach deren Blutzuckergehalt 
groéReren Schwankungen unterworfen ist, die dieser Autor durch den 
jeweiligen Ermahrungszustand der Tiere zu erklaren sucht. 

Vergleichsweise wurden auch die Blutzuckerwerte eimiger ein- 
gedeckelter, normaler Wintertiere wahrend des tiefsten Winterschlafes 
(Dezember) bestimmt: die Werte sind in Tabelle I] eingetragen. 





Tabelle II. Blutzuckerwerte normaler Wintertiere in mg-®%,. 
Nr. des Versuchstieres . .. 1 2 3 4 5 | 6* | 7 8! 9 |10; 11 |12*, Mittelwert 
Blutzucker inmg-°, . . .'7 6 13 19 14 11 11 9 10 9 17 10 11,33 


* Mischblut mehrerer Tiere. 


' Fir die liebenswiirdige und unermiidliche Mitarbeit bei den Blut- 
zuckerbestimmungen bin ich Fri. £.¢. Jagow und Fri. H. Fehsemeyer zu 
besonderem Dank verpflichtet. — * Samtliche Blutzuckerwerte der vor- 
liegenden Arbeit sind Mittelwerte aus je zwei Parallelbestimmungen. 
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Der Blutzuckergehalt der Wintertiere ist also etwa in der Mitte des 
Winterschlafes erheblich geringer, und zwar betragt der rechnerische 
Mittelwert nur etwa 50°, des entsprechenden Wertes bei Sommertieren. 
Dieses Verhaltnis spricht wohl fiir einen regeren Kohlenhydratumsatz 
beim Sommertier, der dem friiher festgestellten (1933) lebhafteren 
Stickstoffumsatz der Sommerschnecken entspricht. In den Schwarzschen 
Untersuchungen tritt der Unterschied zwischen den Werten bei den 
Sommer- und Wintertieren nicht so scharf hervor, da sie fortlaufend, 
allmonatlich wahrend des ganzen Winterschlafes den Blutzuckergehalt 
bestimmt hat. Es laBt sich nach Schwarz demnach ,,ein Ansteigen der 
Werte im Herbst, darauffolgendes Absinken zu Beginn des Winter- 
schlafes und leichtes Ansteigen im Friihjahr gegen Ende des Winter- 
schlafes feststellen’’. 

Zwischen den Blutzuckerwerten der Insulintiere und denen der 
entsprechenden Normaltiere besteht kein wesentlicher Unterschied. 
Tabelle LI. Biutzuckerwerte von Insulin- el aprmnene? kpantin- 

, wirkung bei Helix ist 


sommertieren (Insulin ,,H6chst*’). ; he . 
aus diesen Werten nicht 








rier | ingeemrietg [Untersuchung piutsaeker- — Zuersehen. Ein BinfluB 
in klinisehen nach der vaeaied der Insulinmenge sowie 
Nr. Einheiten njektion mg-°/,, hale 
des zeitlichen Abstandes 
1 9 15 24 zwischen Injektion und 
: 2 = = Blutzuckerbestimmung 
i 2 30 30 . . + 
4 > 30) 16 konnte nicht festgestelit 
5 9 30 14 werden. Die Blutzucker- 
> ‘ 2 9 e ° 
6 2 = = werte der Insulintiere 
/ v4 o ; a) so 
8 9 95 24 zeigen die Tabellen I] 
9 2 95 23 und IV. 
10 4 12 25 
11 4 12 17 DaB wir auch eine 
= 4 12 = Adrenalinwirkung auf 
: 6 15 é 
14 6 5 18 den  Blutzuckergehalt 
15 6 80 19 der Weinbergschnecke 
Mittelwert: 21.9 ablehnen miissen, zeigen 
Tabelle IV. Blutzuckerwerte von Insulinsommertieren. 
Tier Re nena Blutzucker Blutzucker Blutzucker 
, renga ca in mg-°/) vor der in mg-®/» 5 Min. in mg-9/9 15 Min. 
Nr Einheiten Injektion nach der Injektion nach der Injektion 
1 4 29 26 22 
2 4 15 27 36 
3 4 29 29 22 
4 4 23 22 29 
5 4 29 29 29 
6 4 22 29 29 
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uns die Werte der Tabelle V, da sowohl der rechnerische Mittelwert 


wie auch die einzelnen Werte den Werten bei Normaltieren durch- 
aus entsprechen, 
Tabelle V. Blutzuckerwerte von Adre- 


Ns la sich also zu- : ; : 
Es 1aBt sich al -_ nalinsommertierennach der Injektion 


sammenfassend sagen, dab von 0,2cem Supraren. hydrochlor. 
eine Insulin- und <Adre- 1: L000, 





ah nrk y ‘ de 
nalinwirkung auf den ecnihiins anad 


Kohlenhydratstoffwechsel “ zwischen mae 
ete lier Injektion und Blutzucker 
der Weinbergschnecke aus Bestimmung 
den  Blutzuckerbefunden Nr. Min. me’ 
nicht abgeleitet werden 15 99 
kann. 2 15 32 
a 15 16 
4 15 25 
FT. l “nite rsuch ungen dibe r de n 5 15 14 
Glykogenstoffwechsel der 6 30 16 
,: . Yi : 23 
Mitteldarmdriise (Leber ). } = oo 
. . C - fs lol 
Da das tierische Re- J 90 27 
: 10 55 32 
servekohlenhydrat — Gly- 
Mittelwert: 22,8 


kogen in der Mitteldarm- 
driise der Weinbergschnecke histochemisch auBerordentlich leicht und 
gut nachzuweisen ist (Erhard und Zieglwallner 1912: Birger Rosén 
1932 u.a.), lag es nahe, die erhaltenen Blutzuckerbefunde durch eine 
histochemische Untersuchung des Glykogengehalts der Schnecken- 
leber, und zwar vor allen der Leydigschen interstitiellen Zellen dieses 
rgans, unter der Einwirkung von Insulin und Adrenalin zu erganzen. 


Den ersten Versuch, die Insulinwirkung durch eine morphologisch- 
quantitative Glykogenbestimmung in der Leber zu belegen, verdanken wir 
vw. Me yenburg (1924) und seinen Schiilern Germond (1924) und Schneider (1925), 
denen es gelang, nach Insulingabe eine Glykogenstapelung in der Vertebraten- 
leber festzustellen, wahrend nach Adrenalingabe bekanntlich ein Schwund des 
Leberglykogens zu beobachten ist. Um eine etwaige Wirkung der beiden 
Stoffe Insulin und Adrenalin auf den Glykogenstoffwechsel der Schnecken 
leber feststellen zu kénnen, wurde folgendermaBen vorgegangen: Die 
gesamten Versuchstiere wurden in zwei Gruppen eingeteilt. Die Tiere der 
einen Gruppe (Gruppe I) wurden stets mit Kopfsalat gut gefiittert, die 
Gruppe II setzte sich aus Hungertieren zusammen. Bis auf die Nahrung 
waren die gesamten sonstigen aéuBeren Bedingungen (Temperatur und 
Feuchtigkeit des Aufenthaltsraumes, Bewegungsméglichkeit usw.) fiir die 
Tiere beider Gruppen vollig gleich. 

Die Einteilung der Tiere in zwei Gruppen ergab sich aus der folgenden 
zweigeteilten Fragestellung: 1. Welche Wirkung haben Insulin und Adre- 
nalin auf die in der Leber wohlgenahrter Schnecken aufgestapelten Glykogen- 
vorrate und 2. sind diese beiden Stoffe imstande, den Aufbau von Glykogen 
aus Monosacchariden in den glykogenfreien Organen von Hungertieren 
irgendwie férdernd oder hemmend zu _ beeinflussen ? 

Den Tieren der Gruppe I wurden zu diesem Zwecke einfach 2 bis + Ein- 
heiten Insulin oder 0,1 eem Adrenalin mit einer Rekordspritze in der oben 
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angegebenen Weise injiziert. Darauf wurden die Tiere in verschiedenen 
Abstanden nach der Injektion getétet und die Mitteldarmdriisen in der im 
folgenden besprochenen Weise auf ihren Glykogengehalt untersucht. 

Den Tieren der Gruppe II (glykogenfreie Hungertiere) muBte hingegen 
neben bzw. vor der Hormoninjektion der zum Glykogenaufbau notwendige 
Zucker einverleibt werden. Um médglichst gleichwertige Versuchsbedin- 
gungen zu erhalten, soweit dies im Rahmen eines biologischen Versuchs 
iiberhaupt méglich ist, muBte die gleiche Zuckermenge zu gleicher Zeit der 
Mitteldarmdriise der einzelnen Tiere angeboten werden. 

Die Injektion einer Zuckerlésung in die Muskulatur oder Leibeshéhle 
war aus verschiedenen Griinden abzulehnen. Denn wir wissen, daB von 
der etwaigen chemisch-osmotischen und Kreislaufwirkung der konz. Zucker- 
losung ganz abgesehen im normalen VerdauungsprozeB der Schnecke die 
Kohlenhydrate nicht wie beim Wirbeltier auf dem Umwege iiber das Gefab - 
system an die sie verarbeitenden Leberzellen gelangen, sondern .,da8~ die 
Kohlenhydrate direkt durch das Darmepithel und die Ausfiihrgange der 
Mitteldarmsicke aufgenommen und in den Epithelzellen bereits zu Glykogen 
synthetisiert werden* (Heidermanns, 1924). 

Es wurde deshalb zur Beibringung der Zuckerl6sung der physiologische 
Weg gewahlt. Die L6sung wurde dem Tiere mit einer aus einem Glasréhrehen 
hergestellten, leicht gebogenen und sich nach vorn verjiingenden, abge- 
stumpften Schlundsonde einverleibt. Man geht bei dieser Sondenfiitterung 
so vor, daB man die kriechenden Tiere schnell seitlich am FuB packt, um 
ein Zuriickziehen in das Haus unmdédglich zu machen. Man kann dann 
mittels der schnell, aber vorsichtig durch die Mundéffnung bis tief in den 


Oesophagus eingefiihrten Sonde die gewiinschte Menge Zuckerlésung — in 
unserem Falle 2 ccm einer 50% igen Lésung — auf médglichst schonende 


Weise in den Magen des Tieres bringen. 

Die histologische Organuntersuchung gestaltete sich folgendermafen : 
Unmittelbar nach Tétung der Versuchstiere wurden kleine Stiicke aus 
verschiedenen Teilen der Mitteldarmdriise herausgeschnitten. Zwecks 
moglichst durehgreifender Fixierung wurden jeweils diinne Organstiickchen 
gewahlt. Fixierung in Carnoy unter Zusatz von etwas Gallusséure und 
einigen Tropfen Ather auf Wattebauschen. Die Objekte wurden darauf 
iiber 100°, igen Alkohol und Alkohol-Ather auf 4 Tage in '/,°oiges Celloidin 
gebracht und dann in Paraffin eingebettet. Die Blécke wurden geschnitten 
und die 10 bis 15 uw dicken Schnitte trocken auf die mit etwas Eiweib- 
glycerin bestrichenen Objekttrager aufgebracht. Von jedem Objekt wurden 
sodann einige Priparate in der bekannten Weise mit Jod, andere nach der 
Bestschen Methode gefarbt. 

Eine genaue Besprechung der einzelnen histochemischen Befunde 
eriibrigt sich. Kurz zusammengefaBt kann gesagt werden, daB auch die 
morphologischen Befunde fiir eine Unwirksamkeit des Insulins und 
Adrenalins im Kohlenhydratstoffwechsel der Weinbergschnecke 
sprechen, da weder die Insulin- und Adrenalintiere der Gruppe I noch 
die der Gruppe IL sichtlich abweichende Glykogenbefunde gegeniiber 
den entsprechenden Kontrolltieren aufwiesen. 


D. Zusammenfassung der Ergebnisse. 


1. Der Blutzuckergehalt normaler Sommertiere der Schnecken- 
gattung Helix pomatia L. schwankt um einen rechnerischen Mittelwert 
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von 22,2 mg-°,. Die Schwankungsbreite nach oben und unten betragt 


etwa 8 mg-°%. 

2. Wahrend der tiefsten Winterruhe (Dezember) ist der Blutzucker- 
gehalt durchschnittlich nur etwa halb so hoch wie der der Sommertiere. 

3. Es wurde bei Helix entsprechend den Befunden verschiedener 
Untersucher an Wirbeltieren eine Pigmentreaktion im Sinne eines 
Abblassens unter der Einwirkung von Adrenalin festgestellt. 

4. Es konnte keine Insulin- und Adrenalinwirkung auf den Kohlen- 
hydratstoffwechsel der Weinbergschnecke, und zwar weder auf den 
Blutzuckerspiegel noch auf den Glykogengehalt der Mitteldarmdriise 
festgestellt werden. 
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Uber den Mechanismus der Umbildung yon Ameisensiure zu 
Qxal- und Kohlensiure durch verschiedene Schimmelpilze. 
Von 
Tadeusz Chrzaszez und Mikolaj Zakomorny. 

(Aus dem Institut fiir Landwirtschaftliche Technologie der Universitat in 
Poznan (Posen) 


(Eingegangen am 19. Mai 1935.) 


Bei unseren Untersuchungen iiber die Entstehung und Umbildung 
organischer Séuren durch Schimmel]pilze konnten wir haufig, beimanchen 
Prozessen sogar stets, die Anhaufung von Ameisensdéure neben Oxalsaiure 
feststellen. In Nahrlésungen, die als einzige Kohlenstoffquelle Fumar- 
saure enthalten, ist die Anhaufung von Ameisenséure sehr reichlich 
(bis zu 2,5 g aus 26 g Ca-Fumarat). Ferner konnten wir feststellen, dab 
auf Malzwiirze geziichtetes Pilzmycel Formiate verhaltnismaBig schnell 
und in groBber Menge (bis zu 55,5°, in 7 Tagen) umbildete, wobei als 
Umbildungsprodukte hauptsachlich CO, und Oxalsaéure auftraten. 
Den UmbildungsprozeB der Fumarsaure veranschaulichten wir durch 
folgendes Schema!: 


CH.COOH COH.COOH H.COOH : COOH 

° —> > CO,—>: —> 2C0, + H,0. 

CH.COOH COH.COOH H.COOH a COOH * 
+ Og + Os —H, 


Weitere umfangreiche Untersuchungen dieses Problems gaben uns 
die Grundlagen zur Erklarung der biochemischen Umbildung der 
Ameisensaure, und auf unseren Experimentalergebnissen fuBend, 
stellten wir eine Hypothese dieses Prozesses auf, wobei gleichzeitig die 
Kntstehung und weitere Umbildung der Oxalséure erklart wurde?. 
Eine Bestatigung unserer Theorie der Umbildung von Ameisen- zu 
Oxalsdure erblicken wir in den Untersuchungsergebnissen von AK. Bern- 
hauer und F. Slanina®, die kurz nach uns zu ahnlichen Ergebnissen 
gelangten und sogar gr6Bere Oxalsiuremengen als wir (bis zu 60°) aus 
Ameisenséure erhielten. Noch vor ihnen hatten wir die Hypothese auf- 
gestellt, daB iiberhaupt die Bildung bzw. Anhaufung von organischen 
Sauren bei der biochemischen Zuckerumbildung durch Schimmelpilze 
erst nach griindlicher Zuckerumbildung tiber Athylalkohol* und Essig- 
siure > nach der Theorie von C. Neuberg erfolgt. Die Untersuchungen 

1 7. Chrzaszcz u. M. Zakomorny, diese Zeitschr. 259, 156, 1933. 

2 Dieselben, ebenda 2638, 105, 1933. ® Ebenda 264, 109, 1933. 
4 T. Chrzaszcz, D. Tiukow u. M. Zakomorny, ebenda 250, 254, 1932. - 
5 T. Chrzaszcz u. D. Tinukow, ebenda 229, 393, 1930. 
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von 7. K. Walker und A. J. Suther!, die durch Mycel von! Aspergillus 
niger Methylglyoxal aus Hexosediphosphat erhielten, ferner die Fest- 
stellung von Acetaldehyd in Kulturen von Aspergillus niger durch 
kK. Bernhauer und H. Thelen® bestatigen die Richtigkeit unserer Folge- 
rungen, die auch im Schrifttum eine entsprechende Beriicksichtigung 
fanden®. 

Erst unlangst erschien eine Arbeit von Butkewitsch*4, in der der 
Verfasser erklart, daB er sowohl unsere als auch die Befunde von Bern- 
hauer, ,,desgleichen die Vorstellung, daB Oxalsiure durch Dehydrierung 
von Ameisensadure entsteht, ablehnen mu". Indem er sich auf gewisse 
Einzelheiten friiherer Untersuchungen beruft, schreibt Butkewitsch, 
da ,,die Oxalsiure ohne jede direkte Beziehung zur Ameisensaure als 
Abbauprodukt der Mycelsubstanzen entstehe. Die férdernde Wirkung 
von ameisensaurem Salz auf die Anhéufung von Oxalsaure in den Pilz- 
kulturen lasse sich an die beim Verbrauch der Ameisensaure frei werdende 
Base kniipfen, die die aus den Mycelsubstanzen entstehende Oxalsaure 
binden kénne™. Folgerichtig sieht dann Butkewitsch eine gewisse 
Korrelation zwischen angehaufter Oxalsiure und Mycelgewichtsverlust 
und ist der Ansicht, daB es sich bei unseren und Bernhauers Unter- 
suchungen eben um die Entstehung von Oxalsaure aus dem Mycel bzw. 
aus dessen Abbauprodukten und nicht um deren Bildung aus Ameisen- 
siure handeln konnte, zumal sowohl bei unseren als auch den Unter- 
suchungen von Bernhauer hinsichtlich des Gewichts und Verhaltens 
friiher geziichteten Mycels Kontrollproben fehlten. 

K. Bernhauer® hat auf die Einwande Butkewitschs sofort geant- 
wortet. Er weist darauf hin, daB diese unberechtigt sind, fiihrt Falle 
an, wo die angehaufte Oxalsiuremenge das fragliche Mycelgewicht 
bedeutend tiberwiegt, und gibt folgerichtig der Meinung Ausdruck, dab 
das Verhaltnis von Saure zu CO, kein Argument gegen unsere Hypothese 
sein kénne. Richtig ist jedoch eine weitere Bemerkung Butkewitschs, 
daB in entsprechenden Fallen das Anfangsgewicht des Mycels hatte 
bedeutend gréBer sein kénnen *®. Auf Grund obiger Ausfiithrungen hielten 
wir es fiir nétig, das strittige Problem der Entstehung der Oxal- aus 
Ameisenséure von neuem zu untersuchen, und zwar unter Anwendung 
einer neuen Methode, die eine exakte Kontrolle des Gewichts des Mycels 


1 Biochem. J. 26, 317, 1932. — ? Diese Zeitschr. 2538, 30, 1932. 
> C. Neuberg u. Simon, Ergebn. d. Enzymforsch. 2, 133, 1933; N.N. 
Iwanoff, Ann. Rev. of Biochem. 1, 675, 1932; N. N. lwanoff u. EB. Zwetnow, 
ebenda 2, 251, 1933; S. Kostytschew, Ptlanzenphysiologie 1, 388, 1933 u. a. 

1 WIS. Butkewitsch, BE. W. Menzschinskaja u. EB. 1. Trofimowa, diese 
Zeitschr. 272, 290, 1934; WI. S. Butkewitsch, ebenda 272, 371, 1934. — 
» Diese Zeitschr. 274, 110, 1934. 6 WIS. Butkewitsch, BE. W. Menzschins- 
kaja u. B. 1. Trofimowa, ebenda 276, 446, 1935. 
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Tabelle I. Mycelentwicklung und Ameisensaureverbrayd 9! 

















2,5%9 HCOONa + 0,1%g KH2 PO, | 5,0%, HCOONAa + 0,1 %) KHo Pg t 
+ 0,199 NHgNO;z + 0,059), MgSO, |) + 0,19) NHZNO3 + 0,05 9/) Mg | 
Nr a Ameisen- Ameisfp 
; al Mycel- Oxal- : ‘ : siiure- Mycel- Oxal- . . shure ak 
gewicht) csnre | Na2COs vyerbrauch eeWicht sure | N82€93 | verbr PB ch 
g g £g g af 
- 
1 Asp.nigerI. .. | 067 ++ +4 1,72 0,72 | ++) ++ 1,75 )0,81 
2 Asp.niger IT... | O71 ++, +4 1,81 062 +4 +4 1,3259,7 
3 || P. citreo-nigrum . | 0,96 + (|+++)/ 2,91 0,87 - ++ 2.84) 114 
4 P.aurifluvm. .. | 059 +++ + 1,64 0,54 | ++ + 1,05}9,62 
5 Asp. oryzae... 0,53 ~ + 0,46 0,50 =e pals 0.51) 0,49 
6 Rhizopus nigricans | 0,72 ++ ++ 1,22 0,67 + of 1.46 )0,89 
7 | Botrytis cinerea . | 0,99 + +++ 2,06 0,87 o . 1,99) 119 
Tabelle If. Umbildung von 2,5°%Jiger Ameisensaure (als Ca-Suffit j 
me i 
Mycelgewicht we! eee i ‘. 
_ Ent- 
Nr. Pilzname —e oie iy ae i 
in Tagen Ameisefs 
Aewemids nach der Mvcel- i auf lg siurd, «. 
Menge tity zuwachs | 1 Myce “yn. | i 
£ g g 4 gz i 
1 Asp.nigerI.. . 9 05 0,79 +029 04712 1,62  0,481}) 16 
2 Asp. niger Il... 9 05 0,72 +0,22 06696 3,04 0,684) 1,2 
3 Asp.niger III . . 9 0,5 0,87 + 0,387 |0,0796 0,22 0,081f) 357 
4 Asp. oryzae W.. . 11 0,5 048 —0,02 |Spuren Spuren Spurdy "1 
5 Asp. oryzaeS. . . 9 0,5 0,50 0,00 | 0,0276 _ 0),92s 0,2 
6 P. citreo-nigrum . 11 0,5 1,28 +0,78 Spuren Spuren Spurey 40 
7 P.aurifluym ... 8 0.5 0,69 +0,19 | 04872 2.56 0,497 li 
Ais eee 8 05 1,04  +0,54 |) 0,0241 0,05 0,024) 34 
9 || P. Chrzaszezi. . . 9 0,5 0,78 +0,28 01460 0,52 01404 2,9 
10 || ‘P. Jemseni . . . . 8 0,5 0,87 + 0,37 Spuren Spuren Spar) 39 
11. P.Johannioli. . . 9 0.5 0.96 + 0,46 ‘ z 8 3,0 
12. P. aurantiobruneum 9 0,5 0,87 + 0,37 “ 2 . | 36 
13 Mucor spinosus. . 11 05 0.87 + 0,37 . * » te! 
14 Mucor dispersus . 8 0,5 0,46 —0,04 ‘ ss » popu 
15 Rhizopus nigricans 9 0,5 0,82 + 0,32 0,1896 0,59 O,193F) 1,4 
16 | Botrytis cinerea. . 9 05 114 +0,64 0,0149 0,02 0,015) 41 


bzw. der verwandten Sporen gestattet, und die ferner das Gewicht des 

entwickelten Mycels gegeniiber der verbrauchten Ameisensiure und der 

angehauften Oxal- und Kohlensiuremengen zu priifen erlaubt'. 
Experimenteller Teil. 


Bei unseren Versuchen lieBen wir auf verschiedene Formiate nicht 
vorher herangeziichtetes reifes Mycel, sondern eine abgewogene Sporen- 


' Uber die Citronensaiurebildung wird spiter berichtet werden. 
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‘ 
verbrayd Dis Ll Tage nach Aussaat von 0,5g Schimmelpilzsporen. 
Hos 0) HCOOH (als Ca-Sal *% 5,00 HCOOH Is Ca-Sal 
= Fo u (als Ua-SaizZ 5, lo (ais Ca-Saiz) Ytaniliel all to _ 
1% KH Pi 10/9 KHgP Og +.0,1%9 NHgNOs + 0,1 %o KHgP Oy + 0,19 9 NHyNOs ee coe 
1,05 9/5 Messe + 0,05 Jo MgSO, + 0,05 9/5 MgSO, { ntrolle) + Ca ; 
Ame al - Ameisen- ah Ameisen- be 
; shurdl “i, Oxal- ‘ACO sdure- ae Oxal- Caco saure- My« = Oxal- ) 
O3 verbradt™ CB* sure C8C23 verbrauch S°Wieht) cuore aCO3. verbrauch SCWICAl  cxore Us 
g - & 4 fig g 
~ 


+ | 4768081 |+++ ++ | 1,84 0644 ++ ++ 166 O48 — 
re 1,32 0.7 ++. ++ 1,80 0,70 oe are 1,81 0,49 — _ 
9 34) 1.14 te | +++} 3,21 1,07 _ cs 2.85 0,49 - ~ 
1,0580,62 |}-+++| ++ 1,97 068 +++ 44+ 1,43 0,46 = ce 
0511049 + + 0,48 049 — + 0,54 047 | — _ 
146h089 ++ ++ /) 1,70 O79 4+ ++ | 1,64 048 | — - 
199119 ++ +++) 2,24 0,93 ~ an 1,96 0,49 - _- 


Is Ca-Safpit Zugabe von 0,19 KH,PO, + 0,1% NH,NO,; + 0,059 MgSQy,. 








yl _Untersehied zwischen 
ugebtatien || Menge des angehsntien | g,, Menge... || Gesamiverbranch HCOOH | Auf 1 vexbranchter 
ure \ 4 3 Ameisensiure Anhiufungsprodukten wurde angehiauft 
f verbrauchter Menge 
auf auf 
Ameise™ auf 1g — auf lg auf 1g 
- yt ing Mycel- um- in g Mycel- ing Mycel- Oxalsiure CaCO, 
Pl nessa l zuwachs gerechnet zuwachs zuwachs 
g g x gz g g 4 
: 
0.48117 1,62 5,58 1,07 1,94 6,68 0,39 1,34 0,24 0,83 
06844) 1,24 5,64 0,82 1,86 8,46 0.36 1,64 0,36 066 
O.0siN 378 | 10,22 2,49 3,37 911 0,80 2.16 0,02 1,12 
n  Spurdy 0,14 ~ 0,09 0,69 _ 0,51 - Spuren — 0,23 
oof O21 | — 014 | 082 | — 0.65 ; 003 0.25 
n = Spuredy 4,08 5,23 2,69 4,17 5,22 1,48 1,89 Spuren 0,98 
(0,497 1,7 9,37 5 yy 2.03 10,68 0,36 1,89 0,24 0.87 
0.0244) 3,47 6,43 2,29 3,12 5,77 0,81 1,50 0,01 1,11 
O14) 2.94 1058 1,94 238 850 0,29 1,04 0,06 1,2: 
n Spard) 3,96 10,70 2,61 3,16 8,57 0,55 1,49 Spuren = 1,24 
x f 3,02 6,56 1,99 3,95 8,58 1,96 2.04 re 0,76 
3,62 9,91 2,42 3,10 8,38 0,68 1,84 . PY 
. £ 2,76 7,43 1,82 2,32 6,27 0,50 1,35 . 1,18 
_ [|Spuren Spuren Spuren 0,21 — 0,21 — - Spuren 
0.193}, 1,76 5,50 1,16 1,84 5,75 0,50 1,56 0,10 0,95 
0,015}) 4,18 6,53 2,76 3,64 5,69 0,86 1,30 0,005 1,14 


masse einwirken, die folgendermaBen erhalten wurde: Auf. sterilisierter 


ic 
‘3 8% iger Malzwiirze wurde in Erlenme yer-Kolben reines Mycel herangeziichtet. 
: Sobald das Mycel nach 7 bis 10 Tagen reichlich Sporen gebildet hatte, 
wurde die Wiirze abgegossen und das Mycel mit destilliertem Wasser so lange 
ausgespiilt, bis simtliche Spuren Fehlingsche Lésung reduzierender Sub- 
stanzen verschwunden waren. Das so erhaltene Myce! wurde dann unter 
it sterilen Bedingungen bei 35°C getrocknet, dann im sterilen Kasten im 
8 Morser zerrieben und das erhaltene Pulver in sterilisierten GefaiBen auf- 


bewahrt . 


* 
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Die Untersuchungen wurden mit fiinf Schimmelpilzgattungen durch- 
getiihrt, und zwar mit fiinf Aspergillus-, sieben Penicillium-, zwei Mucor- 
arten und mit Botrytis cinerea und Rhizopus nigricans. Zur Untersuchung 
der einzelnen Schimmelpilze wurden je fiinf Erlenme yer-Kolben mit 750 cem 
Inhalt verwendet, zu denen je 100 cem der zu untersuchenden, vorher 
sterilisierten Lésung des Ameisensiiuresalzes hinzugegeben waren. Zu 
jedem Kolben wurde eine genau wie oben beschriebene Menge getrockneter 
Sporenmasse abgewogen und hinzugefiigt (in Tabelle I und II je 0,1 g pro 
Kolben, zusammen 0,5 g¢) und dann eine Reihe von Tagen bei einer Tem- 
peratur von 29 bis 30°C gehalten. Nach entsprechender Mycelentwicklung ! 
wurde der Kolbeninhalt nach der in den friiheren Arbeiten angefiihrten 
Methode untersucht*, wobei die Menge der verbliebenen Ameisensiéure 
in Form von Kalomel auf zweifache Weise bestimmt wurde. Einmal 
unmittelbar in der zu untersuchenden Fliissigkeit und andererseits im 
Destillat, das durch Abdestillieren der Ameisensiiure mit Wasserdampf 
aus der urspriinglichen mit Weinsdure angesauerten Lésung erhalten wurde. 
Die zweite Methode gibt etwas geringere, dafiir aber sicherere Ergebnisse, und 
diese letzteren sind in den Tabellen dargestellt. Bei unmittelbarer Be- 
stimmung kénnen sich namlich in der Lésung neben Ameisensiure auch 
andere, Sublimat zu Kalomel reduzierende Substanzen befinden. Die er- 
haltene Oxalsiiure wurde durch titrierte KMnO,-Losung bzw. durch Ca-Be- 
stimmung ihres Salzes identifiziert, wobei stets befriedigend iiberein- 
stimmende Resultate erhalten wurden. 


Orientierungsversuche. 

Zunachst handelte es sich darum, festzustellen, ob die ausgesaten 
Sporen auf Formiatlésungen zur Entwicklung gelangen und bei welcher 
Konzentration und welchem Kation gegeniiber diese am besten ist. Aus 
der Reihe der Orientierungsversuche seien hier die auf Natrium- und 
Calciumformiat erhaltenen Ergebnisse angefiihrt (Tabelle I). 

Aus der Tabelle I ist vor allem ersichtlich, daB die Schimmelpilz- 
sporen eine bedeutende physiologische Entwicklungsfaihigkeit auf ver- 
schiedenen Lésungen von ameisensauren Salzen mit Zugabe von Mineral- 
salzen erkennen lieBen. Nach Einsaat von 0,5 g roher Sporenmasse 
in jede Probe erhielten wir im Verlauf von 7 bis 11 Tagen Mycel bis 
zu 1,19 g Gewicht, in vielen Fallen demnach etwa zweimal mehr, als die 
Sporen wogen. Eine Ausnahme bildet nur Aspergillus oryzae, dessen 
Entwicklung iiberhaupt nur schwach war. In der Kontrollprobe auf 
destilliertem Wasser mit CaCQ,-Zugabe blieb das Gewicht der ein- 
gesiten Sporen unverandert, und angehaiufte Produkte wurden nicht 
gefunden. Gleichzeitig stellten wir fest, daB diese Schimmelpilz- 
entwicklung eng mit dem Verbrauch bzw. der Umbildung der Ameisen- 
siure verbunden ist. In allen Fallen, wiederum mit Ausnahme von 


! Mikroskopisch wurde festgestellt, daf die Entwicklung ohne jede 
Infektion stattfand. — ? 7’. Chrzaszez u. M.Zakomorny, diese Zeitschr. 
268, 105, 1933. 
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Aspergillus oryzae, stellten wir dabei die Anhaufung von Oxalsadure und 
CaCO, fest. SchlieBlich zeigte es sich, da& fiir die Schimmelpilz- 
entwicklung am giinstigsten eine 2,5°,ige Ameisensdurelésung als 
Ca-Salz ist, und in dieser Form verwendeten wir auch die Ameisensaure 
bei den weiteren Untersuchungen. 


Die Einwirkung der Schimmelpilze auf Ca-Formiat. 

Bei jedem Versuch wurden in je fiinf Kolben mit 100 cem 2,5°,iger 
Ameisensaurelésung (als Ca-Formiat) und Mineralsalzen Schimmelpilz- 
sporen eingesat und dann weiter, wie oben angegeben, behandelt. Schon 
nach 3 bis 5 Tagen wurde auf der Oberflache jedes Kolbens die Bildung 
einer diinnen Myceldecke aus gekeimten Sporen festgestellt, wobei eine 
erhebliche Sporenmenge auf dem Kolbenboden geblieben war. Mit zu- 
nehmender Mycelentwicklung wurde auf dessen Oberflache und im 
Mycelinnern die Anhaufung von CaCQ, beobachtet. Dadurch wurde 
bewirkt, daB das Mycel bei Bertthrung des Kolbens ein Gerausch ver- 
ursachte und dabei wie eine auf einer Flissigkeitsoberflache schwimmende 
Kristallschicht zerbrach. Nach 8 bis 10 Tagen wurden die Proben 
analysiert; die Ergebnisse bringt Tabelle IT. 


Weiterhin handelte es sich um die Feststellung, ob die Menge der 
ausgesaten Sporen die Mycelentwicklung und die Menge der verbrauchten 
bzw. umgebildeten Ameisensdure, ferner die Menge der angehauften 
Umbildungsprodukte beeinfluBt. Wenn namlich die in der Sporen- 
rohmasse enthaltene Substanz irgendeinen EinfluB auf die Menge der 
angehauften Oxalsiure hat, dann ist es verstandlich, daB gleichzeitig 
mit einer Vermehrung der ausgesaten Sporenmenge in entsprechendem 
Grade auch die Menge der angehauften Oxalsiure bzw. anderer Um- 
bildungsprodukte zunehmen miiBte. Um dieses Problem aufzuklaren, 
verwendeten wir Sporen einiger Schimmelpilze, die teils bei den vorher- 
gehenden Versuchen die Fahigkeit, gréBere Oxalsduremengen anzu- 
haiufen, gezeigt hatten, teils diese Fahigkeit nicht besessen hatten. In 
jeder Probe saten wir je 0,5, 1, 2 und 3g Sporen aus, die wie oben er- 
halten wurden. Die Ergebnisse dieser Versuche sin] aus Tabelle III 
zu ersehen. 


Hinsichtlich des Einflusses der Kulturdauer stellten wir fest, dab 
die Menge der angehauften Oxalsaiure in der formiathaltigen Nahr- 
lésung mit dem Alter der Kulturen ziemlich lange zunimmt, wie aus 
Tabelle IV hervorgeht. 

Die Oxalsdure nimmt stufenweise mit dem Alterwerden bis zu 
45 Tagen immer mehr zu, selbst bei solchen Schimmelpilzarten, die 
anfanglich nur Spuren davon anhauften. 
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Tabelle ILI. Einflu8 ausgesater Sporenmengen auf M\ qth 
gehaufter Ox J 








Mycelzuwachs in g Menge der Put 

; im Verhiltnis zum Gewicht sture bei Aussi SP°F 

Nr. Pilzname der ausgesiten Sporen ain > 
05g 10g 2.0¢g 3.0 ¢ 05 ¢ log Bog 

1 Aen eS Ss eS 0,24 0,20 0,24 0,29 0.3218 0.267) 3196 

2 Asp. nigerTIT ...... | 0,29 0,26 0,31 0,34 0.0581 — 0,0614 458 

3 Asp. oryzae og epee Fast pnde 

4 P. citreo-nigrum ..... 0,81 0,77 0,86 0,84 “feong 

5 P. @OrOym ... « ssw « 0,26 0,29 0,34 0,34 0.4962 | 0.440 cane 
6 P.Chrzaszezi....... 0,19 | 0,21 | 0,21 | 0,26 | 0,1021 | 0,1279/¢ 

7. fe) | a re 0,34 0,31 0,41 0,39 Popa 
8 Rhizopus nigricans . . . . = 0,34 0,34 0,41 0,388  0,2471 | 0,199sp-"" 

Tabelle IV. Anhaufung von Oxalsaure auf Nahrlésung 2,5°%oiger 


Ameisensaure (als Ca-Salz) + 0,19 KH,PO, + 0,1% NH,NO, + 0,05°% 
MgSO, in Abhangigkeit von der Kulturdauer. 





Knulturdauer in 
Pilzname 





5 Tagen 10 Tagen 20 Tagen 30 Tagen 45 Tagen 


Asp. nigerI .....) 0,1836 0,3471 0,3864 0,4116 0,4221 
Botrytis cinerea .. . 0,0112 0,0152 0,0181 ~ 0,0189 
P. citreo-nigrum .. . | Spuren Spuren 0.0144 0,0156 0,0171 


Erérterungen. 


Aus den durchgefiihrten Untersuchungen ersieht man vor allem, 
daB die Sporen verschiedener Schimmelpilzarten, wenn sie auf Formiat- 
lésungen mit Zugabe geringer Mengen von KH,PO,, NH,NO, und 
MgSO, ausgesat werden, sich in allen Fallen auf dieser Nahrlésung ent- 
wickelten und Mycel bildeten, dessen Gewicht 6fters das Gewicht der 
ausgésiten Sporenmasse iibertraf. Gleichzeitig mit der Entwicklung der 
Schimmelpilze findet auf Formiatnahrlésung einerseits Verbrauch von 
Ameisensaéure, andererseits Bildung und Anhaufung von Kohlen- und 
Oxalsiure als Umbildungsprodukte der Ameisensaéure statt. Die 
Bildung von Oxalsaéure ist hier demnach kein Resultat des Mycel- 
substanzverlustes, wie dies Butkewitsch und seine Mitarbeiter erklart 
wissen wollen. Als Beweis fiihren wir folgende Tatsachen an: 


Die Anhaufung der Oxalséure findet in gréBerer oder geringerer 
Menge gleichzeitig mit dem Entstehen neuen Mycels und nicht bei 
dessen Abnahme statt. Selbst eine sechsfache Vermehrung des aus- 
gesiten Sporenmaterials verschiedener Schimmelpilzarten vergréBert 
die Menge der angehauften Oxalsaure fast gar nicht, da sie auch auf die 
Vermehrung neuen Mycels keinen EinfluB hat. Wenn die Oxalsaure 
aus der Mycelsubstanz entstehen wiirde, dann miiBte gerade eine so 
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uf My. gi’ieklung, Verbrauch von Ameisensaure und Menge an- 
ter Oxgure und CaCQs. 
\e 
a a me, 
fenge der putea Oxal- Menge des angehituften CaCO, Menge der verbrauchten Ameisensiure 
se gd . ren in g bei Aussaat von Sporen in g bei Aussaat von Sporen in g 
samara (an) ey ey ee) YY hy eT er Y 
8 0.267) 3196 0.3244 1,5 1,42 1,58 1,81 1,88 1,79 1,92 1,99 
1 o.o6iq 486 — 0,0419 3,96 4,18 3,90 3,81 3,19 3,26 3,26 3,40 
Fast ndert 
P 3,80 3,96 4,12 4,16 3,90 4,05 4,18 4,21 
>) o4gnde200 04909 1,64 1,60 1,56 = 1,78) 11 206 «| 219) 2.08 
1) 019791204 0,1281 2,79 264271 2,69 | 212 2,19 230 | 2,83 
igi 3,25 2,96 3,30 3,17 3,86 4,12 4,10 4.12 
L | 0.19942634 | 02807 1,86 891,90 «171 1,94 1,76) 1,821.84 | 1,95 
r reichliche Zufuhr von altem Mycelmateria]l in der Form von Sporen- 
4 rohmasse sich deutlich durch groBe Erhéhung angehaufter Oxalsaure- 
mengen auszeichnen, zumal lange Zeit hindurch auf Formiatnahrlésung 
= geziichtetes Mycel stufenweise die angehaiufte Oxalsiuremenge ver- 
' gréBert (Tabelle IV). Wichtig ist iiberdies die Tatsache, daB die An- 
haufung von Oxalséure bzw. von Oxal- und Kohlensaure gleichzeitig 
mit der Abnahme der Menge der Ameisensaéure stattfindet. Demnach 
wird die Anhdufung von Oxalsdure im normalen Schimmel pilzprozep 
nicht durch einen M ycelsubstanzverbrauch, sondern durch die Lebensprozesse 
des Mycels und die damit verbundene Umbildung der Ameisensdure b - 
d'ngt. Eine schwachere Schimmelpilzentwicklung hat gew6hnlich auch 
L, eine weniger energische direkte Verbrennung der Ameisensaure zu CQ,, 
i dagegen deren stufenweise Umbildung und dadurch Bildung und An- 
d haufung von Oxalsaure zur Folge. Ein kraftiges Mycel, demnach eine 
i- kraftigere, physiologische Entwicklung des Schimmelpilzes, ist der An- 
T haufung von Oxalsaure nicht giinstig. Diese entsteht dann tiberhaupt 
Tr nicht oder nur in sehr geringer Menge (Penic. citreo-nigrum, P. Johanni- 
n oli, Botrytis cinerea, Tabelle 11); in diesen Fallen entsteht jedoch eine 
d groBe Anhaufung von Kohlenséure. Es ist augenscheinlich, daf die 
e Ameisensaure in diesen Fallen zu Kohlensaéure direkt verbrannt wird, 
|- vielleicht auch teilweise iiber Oxalséure, die unter diesen Bedingungen 
t keine Méglichkeiten zur Anhaufurg kat. 
Ein weiterer Beweis fiir die Entstehung der Oxgl- aus Ameisensaure 
r ist die Abhangigkeit der Schimmelpilzentwicklung vom Verbrauch bzw. 
i von der Umbildung der Ameisenséure zu Oxal- und Kohlensaure. Es 
q zeigt sich, daB die Mengen der beiden letzteren angehauften Sauren, die 
t auf 1 g neu gebildetes Mycel entfallen, nicht einmal annahernd konstant 
i, sind, sondern in breiten Grenzen, von Spuren bis 3,04 g fiir Oxalsaure und 
e von Spuren bis 10,70 g fiir CaCO, schwanken. Daraus geht klar hervor, 





daB die Fahigkeit, obige Sauren in verschiedener Menge anzuhaufen, 
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ein individuelles Merkmal des Schimmelpilzes ist, von dessen physiologi- 
schen Eigenschaften die betreffenden Umbildungen abhangig sind. Bei 
lebhafteren enzymatischen Prozessen findet als Resultat der individuellen 
Pilzmerkmale auch eine lebhaftere Verarbeitung der Ameisensiure und 
gewohnlich deren vollstandige Verbrennung statt. Eine Schwachung 
der oxydativen Pilzprozesse muB zur Anhaufung von Oxalsaure fiihren, 
wie wir schon friiher bei der Darstellung des Verhaltens alteren Mycels 
‘geniiber jiingerem zeigten!. 

Wichtig ist schlieBlich die Tatsache des Verbrauchs von Ameisen- 
saure durch die Schimmelpilze. Wahrend die Menge der angehauften 
Kohlen- und Oxalsaure, jede fiir sich, in breiten Grenzen schwankte, 
unterliegt der Verbrauch der Ameisensaure auf je 1 g neuen Mycels nur 
Schwankungen von 5,22 bis 10,68 g (Tabelle II). Fast gleich geringe 
Schwankungen sehen wir in der Summe der angehéuften Kohlen- und 
Oxalsdure, die auf 1 g gebildeten Mycels entfallt. Daraus folgt also der 
vollstindig hinreichende Beweis, dap die Anhdufung von Kohlen- und 
Oxalsdiure das Ergebnis einer biochemischen Ameisensdureumbildung ist, 
die mit der Tatigkeit des physiologischen Apparats der Schimmelpilze 
verbunden ist. Es ist zwar schwer, das Verhaltnis von Séure : CO, zu 
bestimmen, da wir es hier mit keinem einheitlichen Umbildungsproze 8 
zu tun haben; wenn man jedoch die angehaufte Sauremenge auf Ameisen- 
siure umrechnet, findet man, daB auf 1 Molekiil Oxalsiure 2 Molekiile 
Ameisenséure und auf 1 Molekiil CaCO, 1'/, Molekiile Ameisensaure 
entfallen. Dieses Verhaltnis (Tabelle II) zeigt sich annahernd als 
konstant und unterliegt selbst bei verschiedenen Schimmelpilzarten 


y 
ge 


keinen gréBeren Schwankungen. 

Schon die oben angefiihrten Punkte sind unserer Meinung nach fiir 
einen Beweis der Richtigkeit unserer Anschauungen ausreichend, dab 
die Oxalsiure aus Ameisenséure und nicht als Produkt der Mycel- 
substanz entsteht. Der Vollstandigkeit wegen méchten wir jedoch noch 
einige Bemerkungen tiber das Beweismaterial machen, das Butkewitsch 
zur Unterstiitzung seiner Ansichten anfiihrt. Besonders wichtig sind in 
dieser Hinsicht seine und Ritters Untersuchungen, nach denen heran- 
geziichtetes Mycel, das weiterhin im Hungerzustand oder unter 
Selbstverdauungsverhaltnissen entsprechenden Bedingungen gehalten 
wurde, bei Gegenwart eines schwach alkalischen Milieus Oxalsaure 
unter gleichzeitigem Mycelgewichtsverlust ausschied. Ohne die Richtig- 
keit obiger Beobachtung in Zweifel ziehen zu wollen, muB nachdriicklich 
hervorgehoben werden, daB dieser ProzeB mit einer Umbildung der 
Ameisensaiure und damit verbundener Bildung von Oxalsaure nichts 
zu tun hat. Diese Bildung ist ein wichtiges Stadium der oxydativen 
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Garung, dagegen ist der obige, von Butkewitsch angefiihrte Proze} 
vollig anderer Natur, denn er selbst bemerkt, daB es sich dort um die 
Wirkung proteolytischer Enzyme handelt. Es muB dazu bemerkt 
werden, daB es selbst in diesem Falle einer wahrscheinlichen Hydrolyse 
von EiweiBsubstanz und Kohlenwasserstoffen des Mycelmaterials nicht 
ausgeschlossen ist, daB die Anhaufung der Oxalsaéure auch iiber Ameisen- 
siure geht, deren Bestimmung bei den betreffenden Untersuchungen 
von Butkewitsch und Ritter vollstandig fehlt. 

Wenn Butkewitsch sich zur Unterstiitzung seines obigen, an sich 
unrichtigen Beweises auf das Verhalten der Schimmelpilze auf Pepton, 
einen angeblich vollstandig ahnlichen ProzeB, beruft, so fiihrt er unserer 
Ansicht nach einen sehr unvorteilhaften Beweis, der geradezu vollig 
gegen seine Beweisfiihrung und Anschauungen zeugt. Butkewitsch 
vergleicht hier wieder zwei Prozesse, die véllig verschiedene Quellen 
und Wirkungsmotoren besitzen. Denn bereits im Jahre 1931 zeigten 
wir! bei der Untersuchung der Abhangigkeit der Citronen- und Oxal- 
siurebildung von der Stickstoffquelle, da& Schimmelpilze beim Pepton- 
abbau Citronensaure bilden und da®B ferner diese Citronensaure bildung 
bei gewissen Schimmelpilzarten ohne gleichzeitige Oxalsdurebildung 
stattfinden kann. Die Fahigkeit, auf Pepton Oxalsiure zu bilden, ist 
demnach keine allgemeine Erscheinung, sondern ein  individuelles 
Merkmal des einwirkenden Schimmelpilzes, was grundsatzlich von der 
Budung der Oxalséure aus unter Selbstverdauungsbedingungen ge- 
haltenem Mycel verschieden ist. 

Auch ist es nicht richtig, wenn sich Butkewitsch auf ein angeblich 
konstantes Verhaltnis der entstehenden Oxalséure zum Ammoniak 
beruft, das er beim Peptonabbau durch einen besonderen Aspergillus 
niger-Stamm fand. Unsere Untersuchungen iiber das Verhalten zahl- 
reicher Schimmelpilze auf Peptonnahrlésung? haben diese letzteren 
Beobachtungen Butkewitschs nicht nur nicht bestatigt, sondern es zeigt 
sich geradezu, daB Bildung und Anhéufung von Ammoniak auf Pepton 
einerseits, und Bildung von Sauren iiberhaupt, demnach auch von 
Oxalsdure, andererseits zwei vollstandig verschiedene Prozesse sind °, 
die in keiner Abhangigkeit voneinander stehen. Daher kann man auch 
selbst groBe Ammoniakmengen ohne Oxalsdurebildung bzw. Saure- 
bildung iiberhaupt antreffen. 

Das oben dargestellte Beweismaterial zeigt, daB die Behauptung 
Butkewitschs, wonach in biochemischen Prozessen der Ameisensdure- 
umbildung die Oxalséure nicht aus dieser Ameisensaure, sondern aus- 


1 T. Chrzqszez u. D. Tiukow, diese Zeitschr. 242, 137, 1931. 
2 7. Chrzaszcz u. M.Zakomorny, diese Zeitschr. 278, 31, 1934. 3 Dic 
selben, ebenda 275, 97, 1934. 
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schlieBlich aus Mycelsubstanz entstehen soll, nicht zutreffend ist. 
Auf Grund dieses Beweismaterials halten wir uns fiir hinreichend zu 
der Behauptung berechtigt, da die von uns dargestellte Theorie der 
Oxalsaureentstehung aus Ameisenséure auf biochemischem Wege voll- 
standig richtig ist. Wenn Ca-Formiat verwendet wird, kénnen folgende 
Prozesse vorkommen: 

H.COO 


H Coo? > CaCO; + CO. + HO (1) 
20 
H.COO COO, 
eS Ca + H,O (II 
H.coo COO 
+ () 
COO 
COO Ca ma CaCOsz + COg (IIL) 
+0 
COO 
Cog lt —> Cal0s + HCOOH —> CO, + H,0 (IV) 
+ H,O +0 


Wir sind auch geneigt, zu behaupten, daB in vielen Fallen der 
biochemischen Umbildung von organischen Sauren die Oxalsaure- 
bildung tiber Ameisenséure geht. Fur eine solche Anschauung wiirde 
auch die Tatsache sprechen, da Ameisensdure in fast allen Fallen der 
Oxalsdureanhaufung angetroffen wird, von der wir am meisten bei der 
biochemischen Umbildung der Fumarsaure antrafen. 


Zusammenfassung. 


Die durchgefiihrten Untersuchungen fiihren zu folgenden Haupt- 
ergebnissen : 

1. Schimmelpilzsporen, die auf 2,5° ,iger Ameisensaurelésung (in 
Salzform) ausgesét werden, gelangen zur Entwicklung und bilden Mycel, 
dessen Gewicht nicht selten das Gewicht der ausgestreuten Sporen 
iibertrifft. 

2. Parallel zur Mycelentwicklung gehen Prozesse, deren Folge 
einerseits Verbrauch bzw. Umbildung von Ameisensaure, andererseits 
Bildung und Anhaufung von Kohlen- und Oxalsaure ist. 

Die Menge der angehauften Oxalsdéure schwankt auf lg gebildeten 
Mycels Lezogen von Spuren bis zu 3,04 g, die von CaCQ, von Spuren 
bis zu 10,70 g, der Verbrauch von Ameisensdure dagegen schwankt in 
geringeren Grenzen, und zwar von 5,22 bis 10,68 g im Verlauf von 
7 bis 11 Tagen. 

3. Die Menge der obigen angehauften Sauren hangt von den indivi- 
duellen Eigenschaften des verwendeten Schimmel pilzes ab und verlauft 
parallel zur Abnahme der Ameisensaure. 
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4. Die Menge der ausgesiten Sporenrohmasse ist in Grenzen von 
0,5 bis 3 g fast ohne EinfluB auf das Gewicht des gebildeten Mycels und 
die Menge der angehauften Sauren, da diese ausschlieBlich von den 
individuellen Merkmalen des verwendeten Schimmelpilzes abhangen. 
5. Unsere Theorie der Umbildung der Ameisensaure zu Oxal- und 
Kohlensaure, die wir friiher mitteilten, und zwar: 
Kohlensaure + Wasser 


Ameisensaure [™ Oxalsaure 


Kohlensaiure + Wasser 
findet in den durch eine neue Untersuchungsmethode erhaltenen Ergeb- 
nissen eine vollstandige Bestatigung. 

6. Die Behauptung Butkewitschs, daB bei der biochemischen 
Ameisensaureumbildung durch Schimmelpilze die angehaufte Oxalsdure 
nicht aus obiger Saure, sondern ausschlieBlich aus Mycelmaterial 
entstand, ist nicht zutreffend. Die von Butkewitsch zur Unterstiitzung 
dieser Behauptung angefiihrten Beweise sind unrichtig bzw. beziehen 
sich auf die Anhaufung der Oxalsdure auf einem Wege, der mit der 
biochemischen Umbildung der Ameisensiure durch Schimmelpilze 


nichts gemein hat. 








Uber die Wirkung einer kleinen Cystinzulage 
zur Nahrung bei quantitativer oder quantitativer und qualitativer 
Eiweibunterernihrung auf den Stoffwechsel. 
Von 
Luis Lorente (Madrid). 


(Aus den Seminaristischen Ubungen fiir pathologische Physiologie an der 
Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 16. Mai 1935.) 


Untersuchungen, die von Klapper (1) und Rahmsdorf (2) im hiesigen 
Laboratorium an weifben Ratten ausgefiihrt und in dieser Zeitschrift 
verffentlicht wurden!, hatten ergeben, daB bei einer rein qualitativen 
EiweiBunterernéhrung im Rahmen einer gemischten, kalorisch aus- 
reichenden Nahrung Cystinzulage sowohl in kleinen als in gr6Beren Dosen 
die durch die qualitative EiweiBunterernahrung bedingte dysoxydative 
Stoffwechsellage nicht zuriickbildet, sondern verstarkt. Andererseits 
ist durch eine Reihe etwas linger zuriickliegender Arbeiten verschiedener 
Forscher (Abderhalden u.a.) bekannt, daB der bei einer derartigen 
qualitativen EiweiBuntererndhrung vorhandenen Negativitatsneigung 
der N-Bilanz durch Cystinzulage zur Nahrung Einhalt geboten und die 
N-Bilanz in positiver Richtung stabilisiert werden kann. Man _ hat 
auBerdem gesehen, daf die durch qualitative EiweiBunterernahrung 
bedingte Wachstumshemmung bei jugendlichen Individuen ebenfalls 
durch Cystinzulage wenigstens bis zu einem gewissen Grade behoben 
werden kann. Kurz gesagt, Cystinzulage kompensiert zum Teil bei der 
reinen qualitativen EiweiBunterernahrung die von dieser unterhaltene 
Stérung in der N-Bilanz und im Wachstum, aber nicht die von dieser 
ebenfalls unterhaltene dysoxydative Stoffwechsellage. 


Im Jahre 1930 hatten nun Laclau, Marenzi und Brain (4) iber 
Versuche an weiBen Ratten berichtet, aus denen sich ergab, daB bei 
einer quantitativ und gleichzeitig unzu eichenden cystinarmen Eiweib- 
ernahrung die hierbei ebenfalls sich einstellende dysoxydative Stoff- 
wechsellage durch kleine Cystinzulagen zur Nahrung, wie sie auch bei 
den eingangs erwahnten Versuchen von Klapper in ahnlicher Dosierung 
Verwendung fanden, vielfach zuriickgebildet werden kann. 


! Vel. hierzu auch den Vortrag von A. Bickel (3), ,,.NaturgemaBe Er- 
nahrung und EiweiBstoffwechsel". 
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Dai quantitative EiweiBunterernahrung genau wie qualitative! eine 
dysoxydative Stoffwechsellage bedingt, ist von Bickel (3) klargelegt worden. 
Das bei den Versuchen von Laclau, Marenzi und Brain verwandte Futter 
bestand aus 12°) Milchpulver, 1°35 Lebertran vom Kabeljau, 2°) trockener 
Bierhefe, 83° Starke und 2°) Salzgemisch nach Osborn-Mendel. Im Falle 
der Cystinanreicherung dieses Futters wurden 0,25°) reines Cystin zugesetzt. 
Da die Trockenmilch etwa 23,5°, EiweiB enthalt, wiesen 100g Trocken- 
substanz dieser Futtermischung etwa 2,8°, Eiweif auf. Da das Casein, zwar 
an sich gewiB biologisch hochwertiges Eiwei®B, einen sehr niedrigen Cystin- 
gehalt von nur 0,06°, Cystin aufweist, war die gesamte Futtermischung im 
Hinblick auf ihren Cystingehalt zweifellos unterwertig, im! Hinblick aat 
ihren Gesamteiweibgehalt gleichzeitig aber auch eine Nahrting, die eine 
quantitative EiweiBunterernahrung bei den Versuchstieren bedingte. 

Laclau, Marenzi und Brain fanden also, daB die dysoxydative 
Stoffwechsellage, die durch quantitative EiweiBunterernahrung mit 
gleichzeitiger Cystinarmut erhalten wird, sehr wohl durch gleichzeitige 
Cystinzulage in vielen Fallen kompensiert werden kann. Alapper und 
Rahmsdorf stellten aber im Gegensatz hierzu fest, daB eine Cystinzulage 
nicht in der Lage ist, die durch qualitative Eiwei®unterernihrung 
unterhaltene dysoxydative Stoffwechsellage zu kompensieren. — Es 
erschien uns daher notwendig, diesem Widerspruch nachzugehen. 

Hierzu war es wiinschenswert, die Versuche von Laclau, Marenzi 
und Brain, an deren Richtigkeit woh] kaum gezweifelt werden konnte, 
zu modifizieren und nachzusehen, ob bei einer einwandfreien quanti- 
tativen und gleichzeitig qualitativen EiweiBuntererndhrung durch einen 
sehr geringen Cystinzusutz zum Futter mit etwa 01%, Cystin die 
durch jene Nahrung unterhaltene dysoxydative Stoffwechsellage riick- 
gebildet wird. Zu diesem Zwecke wurde eine Nahrungsmischung gewahlt, 
bei der das EiweiB biologisch minderwertiges LinseneiweiB war und der 
gesamte EiweiBgehalt etwa 2,8°, EiweiB betrug. Diese Nahrung 
bedeutete ganz einwandfrei eine quantitative wnd qualitative EiweiBb- 
unterernahrung schlechthin. In einem anderen Versuch wurde bei der 
im ibrigen gleichen Nahrungsmischung das LinseneiweiB durch eine 
entsprechende N-aquimolekulare Menge von Casein ersetzt. In diesem 
Falle bedeutete die Nahrung eine quantitative EiweiBunterernahrung 
mit gleichzeitig spezieller Cystinarmut; man kann hier aber nicht, wie 
im ersteren Falle auch gleichzeitig von einer qualitativen Eiweibunter- 
ernahrung schlechthin reden, da das Casein ja biologisch hochwertiges 
EiweiB ist. In allen Versuchen war der Kaloriengehalt der Tages- 
futterrationen immer derselbe. 


1 DaB qualitative EiweiBunterernahrung die dysoxydative  Stoff- 
wechsellage macht, ist vorliufig nur fiir den Fall nachgewiesen, bei dem 
das NahrungseiweiB vegetabilisches Eiwei® war. Ob Gleiches auch fiir 
unterwertiges animalisches Eiwei® gilt, wird zur Zeit im hiesigen Labora- 
torium untersucht. 
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Bei beiden Versuchsreihen wurden die weiBben Ratten, die als 
Versuchstiere dienten, zunachst mit dem Futter ohne Cystinzulage, 
daran anschlieBend mit dem gleichen Futter mit Cystinzulage ernahrt. 
Es wurden fiir jede Versuchsperiode die N-Bilanz, die Lage der Harn- 
quotienten C:N, Vakat-O:N und Vakat-O:C festgestellt und die 
Durchschnittswerte ermittelt. 


Es lagen sowohl bei der LinseneiweiBnahrung wegen der qualitativen 
und quantitativen EiweiBunterernahrung, wie bei der Caseinnahrung wegen 
der quantitativen EiweiBunterernaéhrung die Harnquotienten hoch (Ver- 
such 1, Woche 2; Versuch 2, Woche 1). Bei der erstgenannten Versuchsreihe 
mit Linseneiwei8 war der Periode mit quantitativer und qualitativer EiweiS - 
unterernahrung (Woche 2) eine Periode vorausgeschickt, bei der eine rein 
qualitative EiweiBunterernahrung bestand (Woche 1). In dieser Woche | 
lagen die Harnquotienten bereits hoch, als Ausdruck geniigender Eiweib- 
nahrung in qualitativer Hinsicht. Als nunmehr in der darauffolgenden 
Periode zur qualitativen EiweiBunterernaéhrung die quantitative EiweiB - 
unterernéhrung hinzutrat, schnellten die Harnquotienten weiter in die 
Hohe (Woche 2). Bei dem Caseinversuch war von vornherein die quanti- 
tative EiweiBunterernahrung vorgenommen worden, darum lagen hier die 
Harnquotienten von vornherein, schon in der Woche 1, hoch. Nachdem die 
Stoffwechsellage bei der eiweiBarmen Ernahrung in beiden Fallen genau 
ermittelt war, wurden die eiweiBarmen Nahrungsgemische mit reinem Cystin 
versetzt, so da8 jedes Tier taglich 0,0075 g 1-Cystin erhielt. Es wurde 
der Stoffwechsel in unverinderter Weise weiter untersucht. Das Ergebnis 
aller Versuche war folgendes: 


Die eiweiBarme Ernahrung (Versuch 1, Woche 2; Versuch 2, Woche 1) 
bewirkte in jedem Falle, einerlei ob das EiweiB der Nahrung biologisch 
minderwertiges LinseneiweiB, oder biologisch hochwertiges Casein war, 
eine negative N-Bilanz und eine Abnahme des Kérpergewichts. Der 
Kaloriengehalt der taglichen Nahrungsration war in allen Versuchen 
der gleiche; er betrug pro Tier und Tag etwa 41 Kalorien. Daf diese 
Nahrung bei einem Kérpergewicht von 163 bis 190 g kalorisch durchaus 
geniigte, wenn ihr Eiwei®gehalt zumindest in quantitativer Hinsicht 
ausreichend war, geht aus dem Verhalten der Gewichte in der Woche 1 
des Versuchs 1 hervor. Hier bestand in diesem Falle Kérpergewichts- 
gleichgewicht. Im Durchschnitt lagen die Gewichte der Tiere zu Beginn 
der quantitativen EiweiBunterernahrung im Versuch 1 bei 172 g, im 
Versuch 2 bei 185 g. Als aber unter Beibehaltung des gleichen Kalorien- 
gehalts der LinseneiweiBgehalt stark vermindert wurde, sank das 
Kérpergewicht. Bei dem Caseinversuch war keine Periode mit quanti- 
tativ ausreichender EiweiBernahrung der Versuchsperiode mit quanti- 
tativ ungeniigender EiweiBernahrung vorangestellt worden, sondern der 
Versuch setzte gleich mit der quantitativen EiweiBunterernahrung ein. 
Darum sank auch das Kérpergewicht der Tiere hier von vornherein. 
Im allgemeinen war die Kérpergewichtsabnahme bei dem Casein- 
versuch ebenso stark wie bei dem LinseneiweiBversuch. 
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Denn wahrend der 7 Tage der Woche 2 (2 Tage Vorfiitterung plus 
5 Analysentage) des Linsenversuchs war die durchschnittliche tagliche 
Kérpergewichtsabnahme mit 1,78 g genau so groB wie an den 5 Analysen- 
tagen der Woche 1 des Caseinversuchs. DaB eine allgemeine rein quanti- 
tative kalorische Unterernahrung in meinen Versuchen nicht vorgelegen 
hat, geht ibrigens auch daraus hervor, daB bei einer solchen Ernahrungs- 
form nach den Feststellungen von Aanai (5) an Ratten, die Harnquotien- 
ten C:N und Vakat-O:N sinken, was in meinem Linsenversuch in 
den Wochen | und 2 nicht der Fall war. Im Gegenteil stiegen hier mit 
der Verminderung des Eiweibes und bei Beibehaltung derselben 
Kalorienmenge beide Harnquotienten an. 

In samtlichen Perioden mit eiweiBarmer Ernahrung, einerlei ob das 
NahrungseiweiB LinseneiweiB oder Casein war, lagen die Harnquotienten 
(©: N und Vakat-O: N hoch und die N-Bilanz war negativ. Als nun der 
eiweiBarmen Nahrung reines |-Cystin in der oben genannten geringen 
Menge von 0,0075 g pro Tier und Tag zugesetzt wurde, verminderte sich 
die Negativitat der N-Bilanz ein wenig. 

Das Verhalten der Harnquotienten C: N und Vakat-O:N war in 
den Cystinper‘oden gegeniiber den entsprechenden Per:oden ohne 
Sondercystinzulage nicht ganz eindeutig. In dem LinseneiweiBversuch 
ging in der Cystinperiode (Woche 3) der Quotient Vakat-O : N deutlich 
zuriick, aber der Quotient C: N blieb praktisch unverandert, stieg eer 
ein klein wenig. In dem Caseinversuch, der zwei aneinander anschlieBende 
Cystinperioden hatte, sank in der ersten Cystinperiode (Woche 2) C: N 
ein wenig und hielt sich auf diesem leicht erniedrigten Wert auch in der 
zweiten Cystinperiode (Woche 3), wahrend Vakat-O:N in der ersten 
Cystinperiode wesentlich starker sank, in der zweiten Cystinperiode 
wieder ein wenig anstieg, ohne jedoch den Ausgangswert in der Woche 1 
ohne Sonderzulage von Cystin zu erreichen. 

Soweit das Ergebnis meiner Versuche die Harnquotientenlage 
betrifft, steht es in leidlicher Ubereinstimmung mit dem Resultat der 
Experimente von Laclau, Marenzi und Brain; soweit es die N-Bilanz 
beriihrte, bestatigt es schon linger Bekanntes. 

Somit muB es als sicher gelten, daB bei quantitativer EiweiBb- 
unterernahrung eine geringfiigige Cystinzulage, die in meinen Versuchen 
ebenso wie in denen von Alapper weit unter derjenigen lag, die Laclau, 
Marenzi und Brain verwendet hatten, die erhéhte Harnquotientenlage 
ein wenig redressiert oder unverandert laBt. Es ist hierbei gleichgiltig, 
ob der noch in der Nahrung vorhandene Eiweibrest biologisch hoch- 
wertig, biologisch minderwertig oder nur speziell arm an Cystin ist. 


Zusammenfassung. 


DaB in allen Fallen der gesamte Cystingehalt des urspriinglichen 
Nahrungsgemisches bei diesen Versuchen ein minimaler war, daB also 








sO L. Lorente: 


in allen Fallen die urspriingliche Nahrung wenigstens in bezug auf ihren 
Cystingehalt auch gleichzeitig qualitativ unterwertig war, sei noch 
einmal hervorgehoben. Denn nicht nur das Casein hat einen niedrigen 
Cystingehalt, sondern auch die in der Linse enthaltenen EiweiBkérper. 
Da nun die oben erwahnten Versuche von Klapper zeigen, daB bei 
einer reinen qualitativen EKiweiBunterernahrung (Kalorisch aus: eichende 
Nahrung mit geniigendem Gehalt an Linseneiwei}) die gleiche gering- 
fiigige Cystinzulage die vorhandene dysoxydative Stoffwechsellage ver- 
starkt, die bei einer quantitativen und qualitativen EiweiBunterernahrung 
(kalorisch ausreichende Nahrung mit geringem Gehalt an Linseneiweib) 
die vorhandene dysoxydative Stoffwechsellage unverandert (C:N!) 
laBt, oder etwas verringert (Vakat-O:N!), muB die wesentliche Vor- 
aussetzung fiir diese letztere Wirkung einer sehr kleinen Cystinmenge 
in der verminderten Quantitat des NahrungseiweiBes in Verbindung mit 
der damit gleichzeitig einhergehenden qualitativen Verschlechterung 
durch mangelhaften Cystingehalt des gesamten Nahrungsgemisches 








liegen. 
Futtertabelle. 

Linsenversuch. Futter fiir 10 Tiere an 1 Tag 
bimeenmenl 4s s'aasa~. 30,0 ¢ 54¢ 54¢ 
Ee ian At soko aarn 15,0 g 15,0 g 15,0 ¢ 
oo era TBR os 10,0 ¢g 14,6 ¢ 14,6 ¢ 
Kartoffelstarke. . . 2... 30,0 ¢ 50,0 g¢ 50,0 g¢ 
Citronenseft .. . 6 5 wk 1,0 cem 1,0 cem 1,0 eem 
Salvoemiesh ... 6. & 6% 10¢ 10g 10g 
Leitungswasser. . ..... 690.0 ecm 600,0 cem 600,0 cem 
Nahrungs-N fir 5 Tage. . . 7,970 ¢ 1,613 ¢ 1,657 g 

Zehn Tiere erhielten taglich 0,075 g Cystin. 1g Cystin = 0,117 g N. 

Caseinversuch. Futter fiir 10 Tiere an 1 Tag 

"dS Woche =| Ss. Woche 
1. Woche (Cystinzulage!) (Cystinzulage !) 
a ae ee en, Loe 2,2 ¢ 2,2 ¢ 2,.2¢ 
RN a i a ee ny 2a 8s oe oa 15,0 g 15,0 ¢ 15,0¢ 
EO eS ee 18.0 ¢ 18,0 ¢ 18,0 ¢ 
Kartoffelstirke. ...... 50,0 g 50,0 g¢ 50,0 ¢ 
Citronensaft . . 6. ..«-. 1,0 cem 1,0 cem 1,0 cem 
Gaizwemisch . . . wk te 1,0¢ 10g 1,0¢ 
Leitungswasser. ...... 600,0 cem 600.0 cem 600,0 cem 
Nahrungs-N fiir 5 Tage. . . 1,597 g 1,641 g 1,641 ¢ 


Cystinzulage wie oben. 


Zur Bereitung des Futters wurde mit Linsenmehl bzw. Casein, Zucker 
und Starke ein Brei gekocht, der nach Abkiihlung die itibrigen Substanzen 
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’ als Zulage erhielt. Das Cystin wurde in Form einer Lésung zugesetzt, bei der 
—_ 350 cem Leitungswasser mit 10 Tropfen 33° ,iger Natronlauge vermischt 
ch wurden. In dieser Fliissigkeit wurden 0,525 g Cystin gelést. 50 ccm ent- 
ren sprachen 0,075 g Cystin. 
er. 
bei Analysentabelle mit Berechnung der Durchschnittswerte fiir 

ein Tier an 1 Tag. 
ide : 
on , 1. Linsenmehlversuch. 
16 | 1. Woche: N-Bilanz: + 0,0337, C: N = 1,096, Vakat-O: N = 1,544, 
il Vakat-O: C = 1,409; 
ng 3. al N-Bilanz: 0,0290, C:N 1,363, Vakat-O: N 2.392, 
iB) | Vakat-O: C = 1,754; 
v!) 2 i N-Bilanz: 0,0002, C:N 1,429, Vakat-O: N 1,872, 
Vakat-O: C 1,309. 

or- 
ige 2. Caseinversuch. 
nit 1. Woche: N-Bilanz: 0,0290, C: N = 1,424, Vakat-O: N S773. 
ng Vakat-O: C = 1,947; 
ie 2. re N-Bilanz: — 0,0180, C:N 1,335, Vakat-O: N 2 16h. 

: Vakat-O: C = 1,618; 

3. ae N-Bilanz: 0.00380, C:N 1,293, Vakat-O: N 2.406, 
Vakat-O: C = 1,860, 

. Je zehn weiBe mannliche Ratten von etwa 170 bis 180g wurden in 
- einem gemeinsamen Kafig gehalten. Harn und Kot wurden getrennt aut- 
ia gefangen, der Harn wurde taglich, der Kot periodenweise nach den iiblichen 

Methoden (Kjeldahl, Miiller-Kanitz, Nicloux-Osuka) analysiert. 
Literatur. 
1) K. Klapper, diese Zeitschr. 277, 376, 1935. 2) W. Rahmsdorf, 
ebenda 276, 425, 1935. — 3) A. Bickel, ,.NaturgemaBe Ernahrung und 
EiweiBstoffwechsel*. Leipzig, Verlag Thieme, 1935. — 4) Laclau, Marenzi 
: u. Brain, C. r. Soc. Biol. 104, 419, 1930. 5) J. Kanai, diese Zeitschr. 255, 
307, 1932. 
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Uber die Verkettung der chemischen Vorginge im Muskel. 
VII. Mitteilung: 
Die Phosphatabspaltung aus Phosphoglycerinsiure im fluoridvergifteten 
Muskelbrei. 
Von T. Mann. 
(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat Lwéw.) 


(Eingegangen am 19. Mai 1935.) 


Wir haben friiher Versuche beschrieben (1), in welchen im fluorid- 
vergifteten Muskelbrei die Anwesenheit von Phosphoglycerinsaure 
Erhaltung der Adenosintriphosphorsaure und das Ausbleiben der 
Ammoniakbildung bedingte. Diese Versuche, sowie ahnliche Versuche 
am Jodacetatbrei haben wir nicht anders deuten kénnen, als durch die 
Annahme einer fortlaufenden Bildung von Adenosintriphosphorsaure 
(ATP.) aus Adenylsaure durch von Phosphoglycerinsaure abgespaltene 
Phosphatgruppen. 

Diese Auffassung hat sich in weiteren Versuchen bewahrt, und es 
ist spater wahrscheinlich gemacht worden, daB der unmittelbare 
Phosphatdonator die Phosphobrenztraubensaure ist. In bezug auf den 
oben beschriebenen Versuch am Fluoridmuskelbrei bestand aber ein 
Widerspruch mit bekannten und anerkannten Tatsachen: daB namlich 
die Abspaltung der Phosphatgruppen aus Phosphoglycerinsaure durch 
Fluorid aufgehoben wird. Dieser Widerspruch, der auf Versuche von 
Embden (2) sowie von Meyerhof und Kiessling (3) zuriickgeht, ist uns 
bei verschiedenen Gelegenheiten vorgehalten worden!. 

3ei einer Durchmusterung der Abhangigkeit, die zwischen der Auf- 
hebung der Ammoniakbildung einerseits, den Konzentrationen des 
Fluorids und der Phosphoglycerinsaure andererseits besteht, wurde es 
wahrscheinlich, da ein solcher Widerspruch nicht besteht: es hangt 
nimlich von der Konzentration des Fluorids und der Phosphoglycerin- 
siure ab, ob im fluoridvergifteten Muskelbrei die Dephosphorylierung 
der Phosphoglycerinsaure, und zugleich die fortlaufende Rephosphory- 
lierung der Adenylsaure stattfindet, oder ob beide ausbleiben. Wenn 
z. B. ein Ansatz (vgl. Tabelle I, Probe 1) in 20 cem mit 10g Muskel, 
Phosphoglycerinséure in m/100, und NaF in m/50 Konzentration 
enthalt, so erfolgt starke Ammoniakbildung, genau wie ohne Zusatz 
von Phosphoglycerinséure bei der gleichen Fluoridkonzentration. — Ist 
in dem dhnlichen Ansatz das Fluorid m/200 (Probe 2), so erfolgt nur 
geringe Ammoniakbildung, die Adenosintriphosphorsdure bleibt er- 
halten, und man beobachtet eine starke Abspaltung von freien Phos- 


1 Z. B. von H. Barrenscheen sowie Z. Dische gelegentlich eines von 
Prof. Parnas gehaltenen Vortrages (Wien, 25. Marz 1935). 
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phaten, ahnlich, wie wenn die Muskeln mit dem gleichen Gewicht Wasser 
zerrieben worden sind. Die Zahlen und Versuchsbedingungen sind in 
den Tabellen wiedergegeben. Aus den Zahlen der Tabelle I ersieht man, 
wie die Ammoniakbildung im Fluoridmuskelbrei von der Aufspaltung 
der Phosphoglycerinsaure in Brenztraubensaéure abhangt. Ist bei einer 
0,009 mol. Konzentration der Phosphoglycerinsaure die  Fluorid- 
konzentration 0,018 oder sogar nur 0,0045 mol. (vgl. Probe 6 und 7), so 
erfolgt nur eine geringe Bildung der Brenztraubensdure aus zugesetzter 
Phosphoglycerinséure, und man sieht eine glatte Desaminierung der 
Adenylsaure ; erst bei héheren Konzentrationen von Phosphoglycerin- 
siure (0,0135 mol.), wenn die Phosphoglycerinséiure in Brenztrauben- 
siure aufgespalten wird, werden ihre Phosphatreste zur Rephosphory- 
lierung der Adenylsiure verwendet (vgl. Probe 8). 

Die Versuchsanordnung und die analytischen Methoden waren wie in 
den friiheren Arbeiten dieser Reihe. Die Brenztraubensaéure wurde nach 
Neuberg-Case bestimmt (4). 

Zur Deutung dieser Versuche sei noch bemerkt, daB wir iiber den 
Mechanismus, durch welchen die Phosphatreste in Freiheit gesetzt 
werden, nichts aussagen. Wir wissen nicht genau, an welchem Punkt 


Tabelle LI. 









Das = = 
Adeno- direkt 7 a 
sintri- : - 8 
Ammo- shos- be- = pa. 
Probe Ans Inku- niak . stimm- | ‘6 os 
Ansatz bation phor- bare ¢ © i 
saure Phos- i ok 
ho : bs P yhat b an 
6. V. NH,-N | NH.-N ! a S 
1935 mg-9) |— mg-°9/» mg P mg P ing P 


1 |10¢g Temporarien- 
muskel* mit 2 ecm 
m/1L0 phosphoglyce- 
rinsaurem Kk, 4 ecem 
m/10 NaF und 4cem 
Wasser zerrieben 
(zusammen 20 eem) 7’ 19° 6,6 1,2 2,16 5,4 6,9 


2 10g Muskel mit 2eem 

m/10  phosphoglyce- 

rinsaurem Kk, 1 cem 

m/10 NaF und 7 eem 

Wasser zerrieben. . 7’ 19° Ee 5,2 8,25 11.8 12.0 
3 10g Muskel mit 4 ccm 

m/10 NaF und 6cem 


Wasser zerrieben. . 7’ 19° 6,1 0,8 2,25 495 6,45 
(22,5 (49.5 (H4.5 
mg-°/o) mg-*/9) mg-? 9) 


4 (10g Muskel mit 
10cem Wasser zer- 
Fieeee. GS se ss 0,9 5,4 9,03 12,69 138 
(90.3 (126,9 (138 
mg-9'9) mg-9/5) mg-/o) 
* Frisch gefangene Frische. 


6 * 








S4 T. Mann. 


Tabelle II. 





. Brenztrauben- 
Probe are Inku- Ammoniak aie ‘. 
: Ansatz bation ‘ : : 
14. V. 1935 NH,-N mg mg 


5 10 g Temporarienmuskel mit 
4cem m/10 NaF und 8cem 
Wasser zerrieben (zusammen 
AP) i er One, EMER Bg) 0,79 1,3 
(7.9 mg-"'o) 
6 10 g Muskel mit 2 cem m/10 phos- 
phoglycerinsaurem K, 4 cem 
m/10 NaF und 6cem Wasser 
REI. oe ax eye es We ee 0,75 1,5 
(7,5 mg-%) 
7 10 g Muskel mit 2 cem m'10 phos- 
phoglycerinsaurem K, 1 cem 
m/10 NaF und 9cem Wasser 
NOPD 6 3g 6 ek Ge we OO 0,73 ey 
(7,3 mg-%) 
8 10 g Muskel mit 3 cem m/10 phos- 
phoglycerinsaurem kK, 1 ecm 
m10 NaF und 8cem Wasser 
verrieben .. « . . . « + » « | 6 ou 0,18 5.2 
(1,8 mg-%) 


des Phosphatkreislaufs die anorganischen Phosphate in Freiheit gesetzt 
werden kénnen. Versuche an Muskelfermentextrakten sind natiirlich 
nur in bezug auf ihren qualitativen Verlauf mit ihrem Verlauf im Muskel 
zu vergleichen. Unter den Bedingungen unserer Versuche werden 
Vorgange durch die angewandten hohen Konzentrationen der Reaktions- 
teilnehmer erzwungen, die im Muskel vielleicht durch Weiterverwendung 
der Reaktionsprodukte ablaufen. In bezug auf den Mechanismus der 
Fluoridwirkung ist folgendes zu bemerken: 

_ Unter Versuchsbedingungen, in welchen m/200 NaF die | 
phosphorylierung der Adenylsaure aus den im Muskelbrei entstehenden 
Zwischenprodukten der spontan verlaufenden Glykogenolyse aufhebt, 
kann diese Rephosphorylierung aus fertig zugesetzter Phosphoglycerin- 
siure oder Phosphobrenztraubensaure erfolgen. Es folgt daraus, dab 
die Fluoridvergiftung zum mindesten noch andere Teilvorgange der 
Glykogenolyse im Sinne einer Hemmung beeinflussen muB. 

Herrn Prof. Parnas danke ich fiir die dieser Arbeit gewahrte An- 


regung und Unterstiitzung. 


Xe- 


Literatur. 
1) J. K. Parnas, P. Ostern u. T. Mann, diese Zeitschr. 272, 64, 1934. — 
2) G. Embden, J. Deuticke u. G. Kraft, Klin. Wochenschr. 1933, S. 213. — 
3) O. Meyerhof u. W. Kiessling, diese Zeitschr. 264, 40, 1933. — 4) BE. M. 
Case, Biochem. J. 26, 753, 1932. 
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Uber die Verkettung der chemischen Vorgiinge im Muskel. 
VILL. Mitteilung: 
Phosphoglycerinsiure und Adenylsiiure '. 
Von 
P. Ostern, T. Baranowski und J. Reis. 


(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie an der Universitat Lwéw. 


(Eingegangen am 19. Mai 1935.) 


In einer friitheren Mitteilung wurde von Parnas, Ostern unl Mann (1) 
die Phosphatiibertragung aus der Phosphoglycerinsiure auf Adenyl- 
siure und Kreatin beschrieben und als intermediarer Phosphatiiber- 
trager die Phosphobrenztraubensiure angenommen; diese Vermutung 
ist mittlerweile durch eine Arbeit von Mann (2) experimentell bestitigt 
worden. Dabei wurde (1) die Frage diskutiert, ob das Phosphat aus der 
Phosphobrenztraubensdure zunachst auf Adenylsdure iibertragen wird, 
und von der ATP?, aus das Phosphokreatin aus Kreatin aufgebaut wird. 
Die Lohmannsche Reaktion (3), in welcher aus Phosphokreatin Adenosin- 
triphosphorsaure aufgebaut wird, wiirde demnach mit der gegen- 
laufigen Bildung des Phosphokreatins aus ATP., die 1931 von Meyerho/ 
und Lohmann (4) beschrieben worden ist, eine Gleichgewichtsreaktion 
bilden, die je nach den angeschlossenen Reaktionen, der ihre Produkte 
unterliegen, nach zwei Richtungen verlaufen kann. So wirde das 
Phosphokreatin beim Verbrauch der ATP. zur Bildung der Kohlen- 
hydratester aufgebraucht, dagegen wiirde bei einer iiberschiissigen Phos- 
phorylierung der Adenylséure durch Phosphoglycerinsdure, nach voll- 
standiger Besetzung der Adenylsaure, Phosphokreatin angehauft werden. 
Als andere Alternative wurde in Betracht gezogen, daB Kreatin und 
Adenylsaure als Phosphatakzeptoren wirken; als dritte, daB Kreatin als 
alleiniger direkter Phosphatakzeptor wirkt. Diese letzte Annahme wurde 
friiher in dem Schema eingeschlossen (5) (6), in welchem Parnas und Ostern 
die Verkettung der chemischen Vorgange zusammengefaBt haben. Fiir 
die erste Alternative sprach, in sehr gewichtiger Weise, die von Lohmann 
und Meyerhof (7) entdeckte Tatsache, daB die Phosphatabspaltung aus 

1 Kurze Mitteilung: Ostern, Baranowski u. Reis, C. r. de la Soe. Biol. 
Paris 118, 1414, 1935; in der Sitzung vom 6. April 1935 von Prof. Parnas 
vorgetragen. In jener Mitteilung ist irrtiimlicherweise von Froschmuskel- 
extrakt statt von Kaninchenmuskelextrakt die Rede. Eine Mitteilung iiber 
abnliche Versuche und ahnliche Schlu®folgerungen, datiert vom 28. Fe- 
bruar 1935, haben D. M. Needhamu. W. E. van Heyningen am 13. April in 
der Nature (London) 135, 585, 1935, verOffentlicht. — * Adenosintriphos- 
phorsaéure. 








S86 P. Ostern, T. Baranowski u. J. Reis: 


Phosphobrenztraubensaure nur in Gegenwart von ATP. oder Adeny!- 
siure stattfindet. Mit den Vorstellungen tiber die Coenzymfunktion 
der ATP., die hier entwickelt worden ist, war die Auffassung schwer zu 
vereinigen, dab die ATP. bei der Phosphatabspaltung aus Phospho- 
brenztraubensaure lediglich durch ihre Gegenwart! wirken sollte. Es 
ist schon damals festgestellt worden (1), daB nach Aufspaltung und 
Desaminierung der ATP. im Muskelbrei keine Synthese von Phospho- 
kreatin aus Kreatin in Phosphog!ycerinséure stattfindet. Alle diese 
Beobachtungen sprachen fiir die Annahme, daB das Phosphat aus dem 
Intermediarprodukt der Glykogenolyse auf Adenylsiure und aus der 
gebildeten ATP. erst auf Kreatin iibertragen wird. 

Wir hahen nach experimentellen Bedingungen gesucht, unter 
welchen das fehlende Glied der Beweisfiihrung gefunden werden 
kénnte (2). Es steht fest, dab Phosphoglycerinsiure ohne ATP. oder 
Adenylsaure nicht dephosphoryliert wird, und daB\;aus Kreatin und 
Phosphoglycerinsiure kein Phosphokreatin gebildet wird. Es mubte 
noch festgestellt werden, ob in Abwesenheit von Kreatin — oder bei 
sehr geringem Kreatingehalt — aus Adenylsiure und Phosphoglycerin- 
siure im Muskelextrakt Adenosintriphosphorsaure gebildet wird. Dieser 
Nachweis gelang sehr leicht im autolysierten und dialysierten Muskel- 
auszug. Aus zugesetzter Phosphoglycerinséure wird kein Phosphat ab- 
gespalten ; Zusatz von Kreatin ist ohne EinfluB; nach Zusatz von Adeny!l- 
saure wird Adenosintriphosphorsaure gebildet, und zwar schneller als 
aus ATP. Phosphat abgespalten wird, so daB eine Anhaufung der ATP. 
zustande kommt. Aus zugesetztem Kreatin wird unter diesen Um- 
sténden Phosphokreatin gebildet. 


Experimentelles. 


Die Versuche sind mit wasserigen Extrakten aus Kaninchenfleisch aus- 
geffihrt worden; die Extrakte sind im wesentlichen nach den Vorschriften 
von Meyerhof hergestellt (Konzentration: 2 Gewichtsteile Muskel zu 


! Fir eine solche Auffassung hatte die Beobachtung von H. Barren- 
scheen (8) sprechen kénnen, nach welcher die Coenzymwirkung der ATP. bei 
der Spaltung der Phosphoglycerinséure auch durch Adenosin ersetzt werden 
kénnte. Wir miissen auf Grund eigener Versuche die Richtigkeit der Beob- 
achtung von Barrenscheen bestreiten. Wir haben an inaktivierten Muskel- 
extrakten, in welchen Phosphoglycerinséure nur zu Phosphobrenztrauben- 
sdure umgesetzt, aber nicht dephosphoryliert wurde, und in welchen Muskel- 
adenylsaure die unten beschriebenen Effekte der Phosphorylierung und 
Phosphatabspaltung bewirkte, weder nach Zusatz von Adenosin (Schmielz- 
punkt 221°, N gef. 23,49, theoretisch 238,8%) noch durch Zusatz von 
Adeninnucleotid aus Hefenucleinsdure (Schmelzpunkt 196°), eine Phosphat- 
abspaltung beobachten konnen; und wahrend in Gegenwart von Muskel- 
adenylsiure die Phosphoglycerinsiure nach 30 Minuten vollstandig in 
Brenztraubensaure iibergefiihrt war, war in Gegenwart der aquivalenten 
Menge Adenosin nach 3 Stunden Inkubation keine Spur von Brenztrauben- 
sauredinitrophenylhydrazon zu gewinnen (Inkubationstemperaturen 20°, 37°). 
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3 Gewichtsteilen dest. Wasser). Die als ,,inaktiviert’’ bezeichneten Extrakte 
waren 3 bis 6 Stunden bei Zimmertemperatur gelassen, dann mit NaOH 
neutralisiert (pH 7) und filtriert; die als ,,inaktiviert und dialysiert** be- 
zeichneten wurden 6 bis 8 Stunden in Cellophanschliuchen gegen flieBendes 
Leitungswasser dialysiert, dann mit NaOH neutralisiert (pH 7), 2 Stunden 
bei Zimmertemperatur gelassen, nochmals neutralisiert und filtriert. Die 
Zusammensetzung der Ansitze ist bei den betretfenden Versuchen an- 
vegeben. 

Die gebildete ATP. wurde nach der hier entwickelten Methode (10, 11) 
bestimmt, welche die ATP. in Form ihrer abspaltharen N H,-Gruppe miBt; 
auBerdem wurden die Phosphatfraktionen in bekannter Weise untersucht. 
Bei der Bestimmung der Phosphatfraktionen in dialysierten Muskel- 
extrakten wird eine leicht hydrolysierbare Fraktion beobachtet, welche als 
Phosphobrenztraubensaéure-P aufzufassen ist. 

Es mu8 mit besonderem Nachdruck darauf hingewiesen werden, dal 
man nach kurzer Inaktivierung der Muskelextrakte sich nicht darauf ver- 
lassen darf, daB die Adeninderivate vollstindig desaminiert sirid. Je nach 
dem Zustand der Muskeln und der Herstellung des Extraktes kann die 
ATP. langer erhalten bleiben, als man es nach dem gewohnlichen Verlauf 
der Desaminierung erwartet. Es ist ratsam, beim Ansetzen der Versuche 
eine Probe des Extrakts mit Trichloressigsaure zu enteiweiBen und fiir eine 
Best unmung der ATP. beiseite zu stellen. 

Tabelle 1 enthalt einen Versuch tiber das Verhalten von Phospho- 
glycerinsaéure und Adenylsaure im dialysierten und inaktivierten Extrakt. 
Im inaktivierten Extrakt ohne Zusatze sind keine leicht hydrolysier- 
baren Phosphatfraktionen vorhanden. Nach Zusatz von Phospho- 
glycerinsdure (la, 1b, 1c) findet eine Umlagerung statt, durch die ein 
Teil der zugesetzten Phosphoglycerinsdéure zu einem leicht hydrolysier- 
baren Ester, wahrscheinlich der Phosphobrenztraubensaéure, um- 
gewandelt wird. Da® keine Adenosintriphosphorsdure gebildet wird, 
geht aus unmittelbaren Bestimmungen des ATP.-N hervor: es ist 
keine Adenosintriphosphorsaure nachweisbar. Wird zugleich mit 
der Phosphoglycerinsiure Adenylsaure hinzugesetzt, so beobachtet 
man eine Phosphatabspaltung, die nach 30 Minuten langer Inkubation 
etwa 70°, der zugesetzten Phosphoglycerinsaure darstellt. Die Synthese 
der ATP. aus Phosphoglycerinséiure und Adenylsaure hat einen charak- 
teristischen Verlauf. Schon nach 3 Minuten sind tiber 50°, der zu- 
gesetzten Adenylsaure in ATP. umgewandelt und dieses Niveau erhalt 
sich konstant auch bei langerer Inkubation von 10 und sogar 30 Minuten. 
Die Bedeutung dieser Beobachtung wird aus weiteren Versuchen 
hervorgehen. 

Im dialysierten und inaktivierten Extrakt findet nach Zusatz von 
Phosphoglycerinsiure ebenfalls eine Umlagerung in Phosphobrenz- 
traubenséure statt, aber ohne eine Spur von Phosphatabspaltung. 
Nach Zusatz von Adenylsaure und Phosphoglycerinséure wird ATP. 
synthetisiert: der Verlauf dieser Synthese ist ebenso charakteristisch, 
wie im inaktivierten Extrakt. Sehr wichtig fiir diesen Versuch ist die 
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Tabelle 1. Versuch VIb. Kaninchen, oc. 
Inaktivierter Extrakt: 10 Stunden bei Zimmertemperatur (18°) in 
aktiviert. 
Dialysierter und inaktivierter Extrakt: 7 Stunden dialysiert, 
3 Stunden bei Zimmertemperatur (18°) inaktiviert. 
10cem Extrakt entsprechen 4g Muskel. 


Ansatz I: 20cem inakt. Extrakt + 3c¢em m/10 phosphoglycerinsaures 
Na + 7cem H,O. 

Il: 20 cem inakt. Extrakt + 3 cem m/10 phosphoglycerinsaures Na 

7ecem H,O ~— 2cem (20mg) Adenylsiure (neutralisiert) 


5cem H,O. 
IIL: 20cem dialys. und inakt. Extrakt + 3cemm/10 phosphoglycerin- 





saures Na - 7 cem H,O. 
IV: 20cem dialys. und inakt. Extrakt + 3eemm/10 phosphoglycerin- 

saures Na — 2 cem (20 mg) Adenylsdure (neutralisiert) + 5 cem 

HO. 
KXontrollen: 20 cem inakt. Extrakt -- !10 cem H,O bzw. 20 cem dialys. und 

inakt. Extrakt + 10 cem H,O. 
Inkubationszeit : a 3.5 LO, ¢ 30 Minuten; Temperatur 18° C; px iL: 

Inaktivierter Extrakt 
——- la Ib le Ia IIb le 

cs wet ea 8,17 3,20 3,82 3,64 4,12 4,64 5,32 
oe te nee 3.37 3,96 3,98 4,32 5,88 6,28 6,68 
OE ee 3,41 4,00 4,16 4.28 5,84 6,32 6,68 
ATP.-NH)-N. 7) 7) — _ 01380 0,184 0,182 





Dialysierter und inaktivierter Extrakt 


Kon- Illa IIIb Ile IVa IVb IVe 


trolle 
Oe aie 0,81 0,87 0,89 0,91 0,86 1,15 1,56 
Dr ab edna 0,90 1,34 1,33 1,51 1,70 2,14 2,40 
Lk wee a 0,92 1,67 1,73 1,82 1,87 2,56 2,84 
ATP.-NH,-N.. 6 6 os -- 0,094 0,102 0,104 


Alle Werte sind in mg pro 10 eem Ansatz angegeben. 


Feststellung, daB die Menge des unmittelbar bestimmbaren Phosphats 
nur in sehr geringem Mage zunimmt. Wiirde namlich die Synthese der 
ATP. iiber Phosphokreatin verlaufen, so ware eine starke Zunahme 
dieser Phosphatfraktion zu erwarten. Nach 3 Minuten langer Inkubation 
sind von der zugesetzten Adenylsiure etwa 40°, in ATP. verwandelt ; 
in derselben Zeit bleibt aber das py unverandert; es erfolgt demnach 
keine Synthese des Phosphokreatins. 

Der Beweis, daB unter Bedingungen, unter denen ein Aufbau der 
ATP. aus Phosphoglycerinsiure und Adenylsaiure stattfindet, kein 
Phosphokreatin entsteht, ist auch unmittelbar durch Bestimmungen 
des Phosphokreatins gefiihrt. In Tabelle II ist ein solcher Versuch 








rt, 


res 


Na 
rt) 


‘in - 
Cini 


nd 


to 


ewe way we 


ats 
ler 
me 
ion 


ich 








Verkettung chemischer Vorgiinge im Muskel. VIII. SY 


Tabelle II. Versuch VIIITb. Kaninechen, 
Dialysierter und inaktivierter Extrakt!: 8 Stunden dialvysiert, 
2 Stunden bei 14°C inaktiviert. , 
10 cem Extrakt entsprechen 4g Muskel. 


Ansatz I: 20 cem Extrakt + 3cem m/10 phosphoglycerinsaures Na 
+ Teem H,O. 
Pe Il: 20cem Extrakt + 3cem m/10 phosphoglycerinsaures Na 
30 mg Kreatin 7eem H,O. 
If: 20cem Extrakt + 3cem m/10— phosphoglycerinsaures Na 
20 mg Adenylsaiure (neutr.) + 7 cem H,O. 
9 IV: 20cem Extrakt + 3cem m/10_ phosphoglyvcerinsaures Na 
- 20 mg Adenylsaure (neutr.) + 30 mg Kreatin 7 cem H,O. 
Inkubationszeit: a 15, 6 = 30 Minuten; Temperatur: 14°C; py (fe 





Dialysierter und inaktivierter Extrakt 


Ia Ib Ila Ilb Illa IIIb IVa IVb 


ae 144 | 184) — 136 177 155 1,52 | 1,60 
p...| 147 | 144 > 142 | 159 | 1,75 | 189 | 1,74 | 218 


Alle Werte sind in mg pro 10 cem Ansatz angeyeben. 


enthalten. Sowohl in den Ansatzen mit Adenylsaure als auch in den 
Ansaitzen mit Kreatin, sowie Kreatin + Adenylsaure, erfolgt in Gegen- 
wart von Phosphoglycerinsaure bei einer Inkubationszeit von 10 Minuten 
keine Synthese von Phosphokreatin. Die Differenz zwischen dem direkt 
bestimmbaren Phosphat (py )) und dem wirklichen anorganischen Phos- 
phat (Panorg.), ist in allen Ansdétzen mit Ausnahme von IVb nahezu Null, 
die geringen Abweichungen fallen in die Fehlergrenze der Methode de: 
Phosphokreatinbestimmung. In derselben Zeit erfolgt in den Ansiatzen 
mit Adenylsiure und Phosphoglycerinsiure eine ausgiebige Synthese 
der ATP., welche z. B. im Ansatz [Va 0,74 mg ATP.-P betragt, also von 
derselben:GréBenordnung ist wie in den Versuchen der Tabelle I. Erst 
nach lingerer Inkubation (30 Minuten) beobachtet man im Ansatz LV b, 
welcher neben der Phosphoglycerinsiure Kreatin und Adenylsaure 
enthalt, eine Svnthese von Phosphokreatin. Damit ist eindeutig 
bewiesen, daB beim Aufbau der ATP. aus Phosphoglycerinsdure und 
Adenylsdure das Phosphokreatin nicht als Zwischenglied auftritt. Ver- 
such IVb spricht dafiir, da8 bei langerer Inkubation aus bereits syntheti- 
sierter ATP. das Phosphat auf Kreatin tibertragen wird, ahnlich wie 
dies schon friiher von Meyerhof und Lohmann beobachtet worden ist. 


1 Wir haben die dialysierten und inaktivierten Extrakte auf ihren Gehalt 
an Kreatin nicht untersucht. Da sie sehr wenig oder tiberhaupt kein 
Kreatin enthielten, geht daraus hervor, daB keine Synthese von Phospho 
kreatin, auch nicht in Gegenwart von Adenylséiure und Phosphogiycerin 
sdure, stattfand. Erst nach Zusatz von Kreatin (IVb) war eine solehe zu 
beobachten. 
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Wir haben auch das Schicksal der Adenylsaure in dialysierten und 
inaktivierten Extrakten in Bilanzversuchen untersucht, in denen 
sowohl das Ammoniak als auch die gebildete ATP. bestimmt worden 
sind. Einen derartigen Versuch zeigt Tabelle III. Adenosintriphosphor- 
saure ist in diesen Versuchen nicht nur als leicht hydrolysierbares 
Phosphat, sondern direkt als ATP.-NH,-N bestimmt worden. Man 
sieht, daB die zugesetzte Adenvlséure schon binnen 3 Minuten zum Teil 
desaminiert, zum Teil in ATP. umgewandelt ist. Die Summe des aus der 
Adenylsaure abgespaltenen NH,-N und des ATP.-N entspricht quanti- 
tativ dem zugesetzten Adenylsdure-N H,-N. 

Zugesetzt 0,256 mg Adenylséure-N pro 10 ccm Ansatz. 

Wiedergefunden nach: 

3 Minuten (IIa) als NH,-N 0,152, als ATP. 0,074, zusammen 0,226 N 


10 Pa (IIb) ,, NH,-N 0,140, ,, ATP. 0,086, si 0,226 N 
30 5 (IIc) , NH,-N 0,147, ,, ATP. 0,102, ? 0,249 N 


Tabelle II. Versuch VIIb. Kaninchen, c. 
Dialysierter und inaktivierter Extrakt: 8'/, Stunden dialysiert, 
2 Stunden bei 18° inaktiviert. 
10cem Extrakt entsprechen 4g Muskel. 


Ansatz I: 30cem Extrakt + 4,5c¢em m/10 phosphoglycerinsaures Na 
10,5 cem H,O. 
% Il: 30cem Extrakt + 4,5¢¢m m/10  phosphoglycerinsaures Na 
30mg Adenylsaéure (neutr.) + 10,5 cem H,O. 
Kontrolle: 10cem Extrakt + 5c¢em H,O. 
Inkubationszeit: @ = 3, b= 10, ¢ = 30 Minuten. Temperatur: 18°C. 
pr = 7. 





Dialysierter und inaktivierter Extrakt 





Kon- 


enaiie la Ib le Ila IIb Ile 

gan ers ae NT 1,45 1,45 1,47 1,55 1,65 1,80 2,25 

ies bien tod atthe eo 1,40 1,62 1,62 1,63 2,06 2,36 2,69 

| a pee ee 1,38 1,86 1,89 2,00 2,38 2,56 2,96 
i) Co. re 0,033 0,027 | 0,027 0,027 0,187 0,173 0,180 
ATP.-NH,-N . 7 @ _ 0,074 0,086 | 0,102 


Alle Werte sind in mg pro 10 ccm Ansatz angegeben. 


Dies steht ganz im Einklang mit den Beobachtungen von Parnas, 
Ostern und Mann (10) am Muskelbrei, welcher zugesetzte Adenylsaure 
entweder zu ATP. umwandelt oder desaminiert. Die Adenylsaure ist 
ebensowenig im Muskelextrakt wie im Muskelbrei bestindig. Was 
nicht zu ATP. phosphoryliert wird, verfallt der Desaminierung. Die 
gebildete ATP. erhalt sich dagegen unter denselben Bedingungen 
wahrscheinlich so lange, als Phosphoglycerinsiure vorhanden ist oder 
gebildet wird und als der adaiquate Phosphatdonator die von der ATP. 
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abgespaltenen Phosphatreste zu ersetzen vermag. Einen klaren Einblick 


in die Verhaltnisse der Phosphatibertragung in dem System dialy- 
sierter Muskelextrakt, Phosphoglycerinsiure, Adenylsiure, Kreatin und 
Phosphokreatin — gewahrt der Versuch IXb (Tabelle IV). Der 


Tabelle IV. Versuch IXb. Kaninchen, 9, gravid. 
Dialysierter und inaktivierter Extrakt: 7 Stunden dialysiert, 
2 Stunden bei 18°C inaktiviert. 
10cem Extrakt entsprechen 4 g¢ Muskeln. 


Ansatz I: 20cem Extrakt + 3ccm_ phosphoglycerinsaures Na + 7 cem 
H,O. 
- Il: 20cem Extrakt 3ecem phosphoglycerinsaures Na + 30 mg 
Kreatin — 7cem H,O. 
Il: 20cem Extrakt + 3c¢em phosphoglycerinsaures Na + 20 mg 
Adenylsaure (neutr.) + 7 eem H,O. 
IV: 20cem Extrakt + 3ccem phosphoglycerinsaures Na + 20 mg 
Adenylsaure (neutr.) + 30mg Kreatin + 7 cem H,O. 
Kontrolle: 10¢cem Extrakt + 5cem H,O. Inkubationszeit: «a 15, 


b = 30 Minuten. Temperatur: 18°C; px a 





Dialysierter und inaktivierter Extrakt 


trolle la Ib lla IIb Illa Ill b IVa IVb 
— 1,15 | 1,16 | 124/ — | 1321111 | — | 1,28 | 128 
Dy 1,22 1,82 148 134 1,14 201 224 267 38,06 
DP; 127 169 1,74 169 1,75 297 316 348 3.86 
ea 1,32 193 210 2,04 212 318 334 3,75 3,94 
NH,-N .. . | 0,034 0,034 — 0032 0.120 0.126 0122 
ATP.-NH,-N 4 . a — 0,122 0137 0,122 0,137 


2 


Alle Werte sind in mg pro 10 cem Ansatz angegeben. 


dialysierte und inaktivierte Extrakt enthalt kein Phosphokreatin, 
keine ATP. und keine freie Adenylsiure. Phosphoglycerinsaure allein 
sowie Phosphoglycerinséiure + Kreatin fiihren zu keiner Synthese von 
Phosphokreatin. Man beobachtet nur eine geringe Bildung von leicht 
hydrolysierbarem Ester (Phosphobrenztraubensaéure). Ganz anders 
wird das Bild, wenn Adenylsiure + Phosphoglycerinsaure im Extrakt 
zusammenwirken. Wie beschrieben, erfolgt eine ausgiebige Synthese 
von ATP., auBerdem aber eine deutliche Bildung von Phosphokreatin: 
wohl aus dem im Extrakt noch vorhandenen Kreatin!. Wird in diesem 
Sustem die Konzentration von Kreatin durch Zusatz dieses Stoffes ge- 


? Worauf die besondere Wirksamkeit dieses Extrakts beruht, kénnen 
wir nicht sagen. Vielleicht war die Dialyse weniger erschépfend als in den 
friiheren Versuchen und das Fermentsystem des Muskels besser erhalten. 
Fiir diese Erklarung spricht die Gegenwart von Kreatin im dialysierten 
Muskelauszug. 
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steigert, so werden weitere Mengen von Phosphokreatin gebildet, der Gehalt 
an ATP. bleibt aber konstant. Dies laBt sich nur in dem Sinne deuten, 
da die Adenosintriphosphorsaure als Ubertrager der Phosphatreste der 
Phosphoglycerinséure auf Kreatin wirkt. Die Anhaufung der Reaktions- 
produkte wird verstandlich, wenn man beriicksichtigt, daB in diesem 
Versuch keine Phosphate frei werden. Wir haben ein geschlossenes System 
vor uns — Phosphoglycerinsdure, Adenosintriphosphorsdure, Kreatin, 
Phosphokreatin —, in dem nur Phosphatiibertragungen von einem organi - 
schen Molekiil aufs andere, aber keine Phosphatabspaltungen erfolgen. 
So ist in dem zufallig erfaBten Endzustand (IVb) der nicht desaminierte 
Teil der Adenylsdure vollstandig, das zugesetzte Kreatin zu 30°) mit 
Phosphat besetzt, und 80°, des Phosphoglycerinsaure-P findet sich in 
Form von ATP.-P und Phosphokreatin-P wieder. 

Die ATP. wirkt als Phosphatdonator gegeniiber Kreatin, die ent- 
stehende Adenylséure wird, bevor sie der Desaminierung verfallen kann, 
auf Kosten der Phosphoglycerinsaiure phosphoryliert. Bei einer gegebenen 
Konzentration der ATP. und bei einem Uberschu8 an Phosphoglycerin- 
siure muB um so mehr Phosphokreatin entstehen, je mehr Kreatin 
vorhanden ist. Das Niveau der ATP. bleibt konstant, solange die 


unmittelbare Quelle fiir ihren Wiederaufbau — die Phosphoglycerin- 
siure — nicht aufgebraucht ist. 


In diesem Zusammenhang wird auch die von Meyerhof und Lohmann 
gefundene Tatsache verstandlich, daB ATP. als Co-Ferment fiir die 
Spaltung der Phosphoglycerinsiure starker wirkt als Adenylsdure. 
Auf den ersten Blick erscheint dies paradox ; der unmittelbare Phosphat- 
akzeptor ist nimlich die Adenylsaure, nicht die ATP. Die Adenylsaiure 
wird jedoch im Extrakt zu einem Teil durch Desaminierung inaktiviert, 
dagegen ist die ATP. bestandig. Es scheint ein besonderer Mechanismus 
zu bestehen, welcher in dem System Phosphoglycerinsdure, AT P., 
Kreatin! die Reaktionsteilnehmer so eng aneinander schlieBt, dab ein 
Ausfall der intermediar entstehenden Adenylsiure aus der Reaktions- 
folge vermieden wird. 

Um die Beweiskette fiir den Verlauf der Phosphatiibertragung von 
der Phosphoglycerinsiure auf Adenylsiure, von der gebildeten ATP. 
auf Kreatin zu schlieBen, blieb noch zu untersuchen, ob Phospho- 
kreatin auch unter unseren Versuchsbedingungen unmittelbar aus ATP. 
und Kreatin synthetisiert wird. Dies ist tatsaichlich der Fall. Mit dem- 
selben Extrakt, an dem die Phosphatiibertragung von Phosphoglycerin- 


' Nachtrag waihrend der Korrektur: Die priparative Darstellung von 
Phosphokreatin aus Phosphoglycerinsiure, Kreatin und Muskelextrakt ist 
inzwischen in elegantester Weise von Meyerhof und Lehmann durchgefiihrt 
worden (Naturwiss. 1935, 8. 337). 
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siure auf Adenylsdiure bewiesen worden ist, wird eine deutliche Bildung 
von Phosphokreatin aus ATP. und Kreatin erzielt (vgl. Tabelle V). 
Schon bei Zusatz von ATP. allein zum dialysierten Extrakt erfolgt eine 
Phosphorylierung des in ihm noch enthaltenen Kreatins, und die 
Synthese wird noch ergiebiger bei Steigerung der Kreatinkonzentration. 


Tabelle V.. Versuch IXb. 


Derselbe Extrakt wie in Tabelle LY. 


Ansatz I: 4ceem Extrakt + adenosintriphosphorsaures Na (= 0,75 mg 
leicht abspaltbarer P) + 2 ccm H,0O. 
Il: 4ceem Extrakt adenosintriphosphorsaures Na (= 0,75 mg 
leicht abspaltbarer P) + 5 mg Kreatin + 2 c¢cem H,O. 
Kontrolle: 4c¢em Extrakt -- 2cem H,O. Inkubationszeit: IO Minuten. 
Temperatur: 18°C. py ie 





Dialysierter und inaktivierter Extrakt 


Kontrolle I II 


Panorg. hot 1,15 1,43 1,49 
Wee. 2) ie. cee 1,22 1.98 2.19 


In mg pro 10 cem Ansatz. 


Herrn Professor Parnas danken wir fiir die dieser Arbeit gewahrte 
Unterstiitzung. 
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Uber die Verkettung der chemischen Vorginge im Muskel. 
IX. Mitteilung: 
Die Rolle der Phosphagene. 
Von 
J. K. Parnas und P. Ostern. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie an der Universitat Lwéw.) 


(Eingegangen am 19, Maé 1935.) 
I. 


Die in der vorliegenden Arbeit beschriebene Stellung des Phospho- 
kreatins im Phosphatumlauf verandert das Bild, das wir vom Zusammen- 
hang der chemischen Umsetzungen im Muskel entworfen haben (1) (2) (3). 
Wir hatten angenommen, daB das Phosphokreatin, dessen Spaltung in 
Zusammenhang mit der Bildung der Adenosintriphosphorsaure (ATP.) 
gebracht worden ist — Lohmanns Reaktion —, ein Intermediarprodukt 
der Diphosphorylierung der Adenylsiure aus der Phosphoglycerinsaure 
oder Phosphobrenztraubensaure ist ; auf Grund der angefiihrten Versuche 
erscheint der Zusammenhang etwas anders. 


Das Phosphokreatin und wahrscheinlich gilt dasselbe auch fiir 
das Argininphosphagen — erscheint als ein Phosphatdonator, welcher 


eine rasche und reichliche Wiederherstellung der ATP. aus Adenylsaure 
bewirken kann. Dieser Phosphatdonator wird in dem Mae aus den 
labilen Phosphatgruppen der ATP. wiederhergestellt, als diese aus den 
phosphorhaltigen Intermediarprodukten der Glykogenolyse aufgebaut 
wird. Man kann sich also vorstellen, daB der Wiederaufbau des Phospho- 
kreatins besonders zu Beginn eines Tetanus oder einer ermiidenden 
Zuckungsreihe in Aktion tritt, und daB sich spater — sofern nicht voll- 
stindige Erschépfung eintritt — durch den Wiederaufbau der ATP 
aus dem anaerob oder aerob wirksamen Phosphatdonator der glykolyti- 
schen Reihe ein konstantes Niveau Phosphokreatin—Kreatin einstellt. 
Die vollstandige Wiederherstellung des Phosphagens aus dem Kreatin 
erfolgt dann in der Erholung. Dies entspricht auch allem, was tiber 
diesen Gegenstand bekannt ist. Durch das Zusanimenwirken dieser 
Mechanismen wird vernieden, daB eine Anhiufung von freier Adenyl- 
siure zustandekommt, welche der Desaminierung verfallen mibte. 
Bei dieser Auffassung der Rolle des Phosphokreatins ist es klar, warum 
der Gehalt an diesem unmittelbaren Phosphatdonator der Geschwindig- 
keit der Muskeln und ihrer Chronaxie angepaBt ist; und warum dieser 
Gehalt im Herzmuskel ganz geringe Werte (4) annehmen kann. Dasselbe 
diirfte auch fiir die Auffassung der Rolle des Phosphokreatins im Nerven- 
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stoffwechsel gelten: auch hier ist es wahrscheinlich ein Phosphat- 
donator fiir unmittelbar eingreifende Rephosphorylierungen. 

Il. 


Fur den Zusammenhang der Umsetzungsreihen imi Muskel ergibt 
sich folgendes Bild: die Teilreaktionen sind: 


I. Adenosintriphosphorsiure -+- Glykogen' + H,O Fructose- 
diphosphorsaure + Adenylsaure. 
IY. Adenylsiure + (Fructosediphosphorsaure *) Adenosintriphos- 
phorsaure -+ 2 Milchsaure. 
III. Adenylsaure + 2 Phosphokreatin 2 Kreatin + Adenosintri- 


phosphorsaure. 

IV. Adenosintriphosphorsiure + 2 Kreatin 2 Phosphokreatin 
+. Adenylsaure. 
V. Adenylsiure + H,O = Inosinsiure + NH. 

1. Wenn die ersten vier Gleichungen summiert werden, so ergibt 

sich die Gleichung der Glykogenolyse 
A. Glykogen + H,O = Milchsaure 
wie in unserem friiheren Schema (1). 

2. Auf gewissen Héhen der Ermiidung kann der Vorgang, der durch 
Gleichung IV ausgedriickt ist, teilweise oder ganz ausbleiben: dies wird 
besonders dann der Fall sein, wenn der Wiederaufbau der ATP. nicht 
vollstandig erfolgt; wenn etwa, wie in der Jodacetatvergiftung, die 
Reaktionen II und IV ausbleiben. Die Summe der Gleichungen | 
und If ergibt dann 


B. Glykogen + H,O + 2 Phosphokreatin = Fructose- 
diphosphorsaiure + 2 Kreatin. 

Diesen Vorgang beobachtet man tatsachlich als einzige chemische 
Veranderung wihrend der Zuckungen eines Jodacetatmuskels, solange 
noch keine dauernde Verkiirzung eintritt; die Adenosintriphosphor- 
siure ist erhalten; es erfolgt keine gr6Bere Ammoniakbildung, als im 
normalen Muskel (5): als einziger Umsatz erscheint die Bildung von 
Fructosediphosphorsaure und Kreatin aus Glykogen und Phospho- 
kreatin. 

3. Die Vorginge im erstarrten Jodacetatmuskel — bei aufgehobener 
Reaktion II — ergeben sich als Summe der Reaktionen (2.1) + U1 + V: 


C. Adenosintriphosphorsaure + 2 Glykogen + Phosphor- 
kreatin + 3 H,O = 2 Fructosediphosphorsiure + 2 Kreatin 
Inosinsiure + N Hs. 


1 Wir meinen damit eine Glucoseeinheit de: Glykogens (C,H )0;). — 
2 Wir verstehen hier natiirlich die Bruttoreaktion, auf deren Zwischen- 
produkte, Phosphoglycerinsiure, Brenztraubensiure + Phosphat, Phospho- 
brenztraubensaure wir hier nicht eingehen. 
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Dies sind die Endprodukte, die man im erstarrten Jodacetatmuske! 
findet. 

4. Wenn bei fortschreitender Ermiidung der Wiederaufbau der 
ATP. aus den Produkten der Glykogenolyse hinter ihrem Zerfall zuriick- 
bleibt wir driicken diesen Zustand aus, indem wir die Reaktions- 
gleichung | zweimal nehmen —, so ergibt die Summe der Gleichungen 
(2.1) +0-+1I1: 


D. 2 Glykogen + Phosphokreatin + 2 H,O = Milchsaure 
Fructosediphosphorsiure! + 2 Kreatin. 


Die Ammoniakbildung im Muskel, die wahrend der normalen 
atigkeit und Ruhe einen sicher festgestellten, aber quantitativ geringen 
Nebenproze® bildet, wird durch die Konkurrenz des in Gleichung V 
dargestellten Vorgangs mit den in Gleichungen II und III an der Adeny!]- 
saure angreifenden Vorgingen dargestellt. Sie werden tiberhandnehmen, 
wenn diese Vorginge geschwacht sind, wenn die Resynthese ausbleibt : 
aus diesem Grunde nimmt die Ammoniakbildung bedeutendere Wert: 
an in der Ermiidung, und in Vergiftungen und Starren, welcher Art + 
auch sind. 

Ill. 


Fiir die Adenosintriphosphorsaure ergibt sich in diesem Zusammen- 
hang eine zentrale Stellung im Phosphatkreislauf der Glykogenolyse : 
sie ist der Phosphatdonator, der die Glykogenolyse in Gang bringt; ihr 
Dephosphorylierungsprodukt — die Adenylsaure — ist der Phosphat- 
akzeptor, welcher die Phosphatgruppen aus der Reihe der glykolytischen 
Umwandlungsprodukte aufnimmt. 


Das nachfolgende Schema gibt unsere Vorstellung wieder: 


_osphokreatinsaure-P 


i! 


Die labilen Phosphatreste der Adenosintriphosphorsaure 


4Vhosphoglycerinsiure-P 
Fructosediphosphorsaure-P Phosphobrenztraubensiure-P 


7 
* Brenztraubensaure + Phosphat. 


1 Wir meinen selbstverstandlich nicht, wenn wir hier ,,Fructosedi- 
phosphorsaure* schreiben, daB sich Fructosediphosphorsiure im Muskel 
anhauft, sondern wollen damit ausdriicken, da8 Zwischenprodukte der 
Glykogenolyse oder ihre Parektropien ,,hangengeblieben* sind. Aus der 
Summe A. und D. setzen sich die verschiedenen Ermiidungsgrade des 
Muskels zusammen. Es ist bei der Deutung der Gleichung D. auch die 
Moglichkeit ins Auge zu fassen, daB der Abbau der Fructosediphosphorsaure 
so verlaufen ist, daB freie Phosphate, Hexosemonoester, Milchsaure, Glycerin - 
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Verkettung chemischer Vorgange im Muskel. IX. Q7 


Die Rolle der Adenosintriphosphorsiure und der Adenylsaure, 
sowie des Phosphokreatinsystems in den Vorgangen der anaeroben 
Erholung scheint damit geklart zu sein. Es liegt nahe, zu vermuten, dab 
ihre Rolle in den Vorgangen der aeroben Erholung prinzipiell ahnlicher 
Art ist: daB namlich die Adenosintriphosphorsaure in ahnlicher Weise, 
wie in den anaeroben Erholungsvorgingen, auch in Phosphorvlierungen 
und Dephosphorylierungen eingreift, durch welche die dehydrierbaren 
Zwischenprodukte der Oxydationsvorginge entstehen. 


IV. 

Aus dieser Aufklirung einer klassischen Coenzymwirkung ergeben 
sich die folgenden Gedanken iiber Coenzymwirkungen iiberhaupt. 
Noch unlangst wurde der Begriff Coenzym von dem eines Enzym- 
aktivators nicht getrennt (7), und es lag kein Grund vor, andere Defini- 
tionen zu versuchen, als wie die zuriickhaltende Definition von Loh- 
mann (6), der ,,alle dialysablen Zellbestandteile, die in die Ferment- 

ibstratreaktion spezifisch eingreifen und die fiir das Zustandekommen 

Xeaktion unbedingt notwendig sind, zum ,Co-Fermentsystem‘ ** 

hnet. 

Das Coenzymsystem der Glykogenolyse besteht nun aus Stoffen, 
die in stéchiometrischen chemischen Reaktionen mit dem Substrat in 
Reaktion treten und in der Folge dieser Reaktionen in anderen wieder 
aufgebaut werden, wie die Adenosintriphosphorsaure ; ferner aus Stoffen, 
die wahrscheinlich an einfachen Reaktionen im Coenzymsubstrat- 
Enzymsystem teilnehmen, wie das Mg-lon. Die eigenartige Reserve fiir 
lie Wiederherstellung der Adenosintriphosphorsaure, die in den Phos- 

‘agenen angehauft, und fiir den Ablauf der Glykogenolyse nicht 
‘dingt notwendig ist, wird man zweckmiBig nicht zum Coenzym- 
vem zahlen, sondern als Coenzymhuilfssy:tem bezeichnen k5nnen. 
Fir das Versténdnis der Coenzymfunktion ist es wichtig, daB die Co- 
enzyme — wir sprechen jetzt von bekannten, wohldefinierten Stoffen 
sich in den Zellen in sehr hohen, dem Substratgehalt kommensurablen 
Konzentrationen befinden. Die Konzentration der Adenosintriphosphor- 
saure im Muskel ist so groB, daB sie fiir die Phosphorylierung von ! 9, 
mit ihrem Hilfssystem fiir |), der Glykogenreserve ausreichen kann. Die 
eigentlichen Katalysatoren — die Enzyme — sind in sehr viel geringeren 
Konzentrationen vorhanden, und man kann vermuten, daB den Enzym- 
wirkungen viel héhere Wechselzahlen im Sinne von Warburg und 
Christian (8) entsprechen, als den Coenzymwirkungen. 


phosphorsiure auf Wegen entstanden sind, die im Schema von Embden und 
von Meyerhof als méglich erscheinen, aber deren Zusammenhinge wir noch 
nicht iihbersehen. 
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Wie Th. Cahn (9) ausgefithrt hat, ist durch die Konzentration 
der Coenzyme in den Zellen der Weg der Umwandlung gebahnt. Wir 
méchten diese Vorstellung durch einen Vergleich erlautern: die Rolle 
des Coenzyms der Glykogenolyse erscheint uns der Rolle der Salpeter- 
siure und ihrer Reduktionsprodukte im BleikammerprozeB der Schwefel- 
siurefabrikation vergleichbar, sogar genau vergleichbar, und eine 
ausfiihrlichere Durchfiihrung des Vergleichs erscheint iiberfliissig. 


Literatur. 
1) J. K. Parnas u. P.Ostern, Nature 134, 627, 1934. — 2) Dieselben, 
Przeglad Fizjologji Ruchu 6, 255, 1934, polnisch, austiihrliche deutsche Zu- 
sammenfassung. 3) J. K. Parnas, P. Ostern u. T. Mann, diese Zeitschr. 


275, 34, 1934. — 4) A. J. Clark, M.G. u. P. Eggleton, J. of Physiol. 76, 322, 
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— 9) Th. Cahn, Analyse des mecanismes chimiques chez les Etres vivants, 
p. 20. Paris, Hermann et Cie., 1934. 
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Uber die Verteilung der Wuchsstoffe der Biosgruppe 
in normalen tierischen Geweben und in Tumoren’. 
Von 
Carl Dittmar. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der Westfalischen Wilhelms-Univer- 
sitat, Miinster i. Westf.) 


(Eingegangen am 25. Mai 1935.) 


Fiir das Wachstum von Tumoren scheinen ahnliche Stoffe eine 
Rolle zu spielen, die auch fiir die Anregung des Wachstums normaler 
Zellen von Bedeutung sind. Wir kénnen sie in drei Gruppen teilen. 


Die erste Gruppe, zu denen die Trephone Carrels (1) gehéren, sind hoch- 
molekulare EiweiBabbauprodukte, die unter Mitwirkung von Fermenten den 
Zellen als Nabrmaterial dienen. Zur zweiten Gruppe gehéren die Wachs- 
tumshormone der innersekretorischen Driisen (Schilddriise, Hypophysen- 
vorderlappen, Thymus) und die sogenannten Wachstumsvitamine (A, B, 
und B,); sie sind in ihrer Wirkung an den Gesamtorganismus gebunden und 
schaffen nach den Arbeiten AKollaths (2) im Organismus die Bedingungen 
fiir das Zellwachstum. Fiir dessen Zustandekommen ist aber nach Kollath 
in letzter Linie entscheidend ein in geringsten Dosen wirksamer Stoff, der 
Beziehungen zu den Vitaminen hat, aber nicht mit ihnen identisch ist. 
Dieser im eigentlichen Sinne wachstumanregende Stoff (Faktor HG. 
Kollath s) findet sich besonders reichlich in Extrakten von Hefe und keimender 
Gerste und wurde von Wildiers (3), der als erster seine wachstumbeschleuni- 
gende Wirkung auf Hefekulturen beobachtete, ,,Bios‘‘ genannt. Seine 
Wirkung auf verschiedene Heferassen und seine chemischen Eigenschaften 
wurden von Eddy (4), Narayanan (5), Easteott (6), Copping (7), Williams (8) usw. 
untersucht, die gr68te Anreicherung der Biossubstanz konnte bisher Kég/ (9) 
erzielen. Er wies auch nach, da®B Mesoinosit, ein in tierischen Geweben weit 
verbreiteter Stoff, die Bioswirkung verstarkt. Auch Beziehungen zu 
Vitamin B, scheinen zu bestehen, da beide Substanzen immer gemeinsam 
angetroffen werden, ohne dai jedoch Biossubstanz im Tierversuch bei 
vitamin B,-frei ernihrten polyneuritischen Tauben die B,-Wirkung er- 
setzen kénnte. Euler (10) hat wahrscheinlich gemacht, daS die Biossubstanz 
identisch ist mit seinem Faktor Z der Garungsbeschleunigung. Er nimmt 
an, da®B die gleichen Verainderungen der Hefezellen, die sich in einer ge- 
steigerten Garung zeigen, auch den Reiz zur Zellteilung bilden. Solche 
Biossubstanzen finden sich auch itiberall im tierischen Organismus, und 
Kégl (9) hat nachgewiesen, daB das Gewebe von Tumoren besonders reich 
daran ist. 


Da der Gedanke naheliegt, dal das rasche Wachstum mancher 
Tumoren und ihre Metastasierung in Organen, die vielleicht besonders 


' Die Untersuchungen wurden mit Mitteln der Westfalischen Gesell- 
schaft fiir Lupus- und Krebsbekampfung ausgefiihrt, die dankenswerter- 
weise von dem Vorstand dem Institut zur Verfiigung gestellt wurden. 
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reich an solechen Wuchsstoffen sind, damit im Zusammenhang steht, 
wurde in der folgenden Arbeit der Gehalt verschiedener Organe und 
Gewebe, sowie der von Impftumoren an solchen Wuchsstoffen 
untersucht. 

Als Testobjekt fiir die Untersuchung diente eine Heferasse, die besonders 
gut auf Biossubstanzen anspricht (Brennereihefe Rasse WZ vom Institut fiir 
Garungsgewebe Berlin). Eine durch Auszahlung, sowie nephelometrisch 
genau bestimmte Impfmenge davon wurde zu 20 ccm einer sterilen Nahr- 
losung (Reader-Lé/sung)! gegeben, die auBerdem noch geringe Mengen des 
wachstumanregenden Organextrakts enthielt. Nach 24stiindigem Stehen 
bei 30° wurde dann die Hefevermehrung, die durch bestimmte Mengen diese1 
Organextrakte hervorgeruten wird, nephelometrisch bestimmt. Die Organ 
extrakte wurden aus fein zerkleinertem Gewebe und Wasser im Verhaltnis 1:9 
hergestellt, 1/, Stunde auf dem siedenden Wasserbad erhitzt, dann durch 
eiweiBdichte Ultrafilter filtriert. Reihenversuche zeigten, da®8 die optimale 
Menge dieser Extrakte bei 0,8 cem lag, d.h. bis dahin nahm die gebildete 
Hefemenge mit der Menge des Extrakts zu, dariiber hinaus wurde relativ 
weniger Hefe gebildet. Die Hefevermehrung, die diese Extraktmenge 
bewirkt, gibt dann ein Bild fiir ihren relativen Gehalt an Wuchsstoffen. 


Nach dieser Methode wurden Extrakte aus verschiedenen Geweben 
miteinander verglichen. Es ergab sich, da bei allen untersuchten 
Tierarten Extrakte aus Niere, Nebenniere und Leber den starksten 
Wachstumsreiz auf Hefe ausiiben, wahrend solche aus anderen Geweben 
und Organen wesentlich weniger wirksam sind und unter sich nur 
geringe Differenzen zeigen. Die Schwankungen der Werte fiir ein 
bestimmtes Gewebe waren innerhalb derselben Tierart nur gering. Die 
héchsten Werte fiir Leber und Niere wurden bei Kaninchen und Maus 
gefunden, die niedrigsten bei der Katze. Es ist méglich, daB dabei die 
pflanzliche und tierische Ernahrung eine Rolle spielt, die relativ niederen 
Werte fiir Leber und Niere beim Meerschweinchen sprechen jedoch 
dagegen. Andererseits sind beim Hund mit Eckfistel, also bei Aus- 
schaltung der Portalvene aus dem Leberkreislauf, die Wuchsstoffe in 
der Leber erniedrigt. Besonders auffallig sind die niederen Werte, die 
man bei jungen (3 Tage alten) Kaninchen erhalt, hier wirken Extrakte 
aus Niere und Leber nicht starker wachstumsanregend wie solche aus 
Milz und Muskel, die Wuchsstoffe scheinen in allen Geweben gleich- 
mibig verteilt zu sein, ahnliches findet man bei jungen Katzen. Ein 
3 Wochen altes Kaninchen zeigt diese gleichmaBige Verteilung bereits 
nicht mehr, Nieren und Leber enthalten mehr Wuchsstoffe als die 
ubrigen Gewebe, aber die Werte der ausgewachsenen Tiere sind noch 
nicht erreicht. AuBer dem Nahrungswechsel diirften dafiir auch Ver- 
ainderungen, die sich um diese Zeit im wachsenden Organismus voll- 


' Glucose 1%, (NH,),SO, 0.3%, MgSO,7H,O 0,07%, KH,PO, 
0,1%, K,HPO, 0,016%, NaCl 0,05%, Ca(NO,), 0,04%. 
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ziehen, von Bedeutung sein, denn im Blute sinkt umgekehrt bei alteren 
Tieren der Wuchsstoffgehalt. DaB® selbst eine an Wuchsstoffen sehr 
reiche Ernahrung keinen groBen EinfluB auf den Wuchsstoffgehalt von 
Geweben hat, zeigen Fiitterungsversuche von Mausen mit Hefeextrakt 
(Vitox). Nach achttagiger Fiitterung zeigte sich keine Beeinflussung, 
erst nach 14 Tagen waren die Werte fiir die Nieren etwas erhéht, wihrend 
die der Leber nicht ttber den Durchschnitt stiegen. Es erfolet also bei 
normalen Tieren keine Wuchsstoffspeicherung in den Geweben iiber die 
Norm hinaus, der UberschuB wird durch die Nieren ausgeschieden. Die 
Tatsache, dal} jede Gewebeart ihren bestimmten Gehalt an solchen 
Wuchsstoffen fiir eine Tierart hat, spricht fiir eine Regulierung der 
Verteilung dieser Stoffe im Kérper durch Vorgange, die vielleicht 
nervéser oder hormonaler Natur sind, jedenfalls kann man annehmen, 
daB diese Substanzen nicht nur fiir das Wachstum jungendlicher Tiere 
von Bedeutung sind, sondern auch fiir die Funktionen der Zellen des 
ausgewachsenen Organismus. 


Die Untersuchung von Tumoren (es wurden Mausecarcinome ! 
untersucht) ergab in Ubereinstimmung mit Adgl, daB diese trotz ihres 
hohen Wassergehalts ziemlich reich an Wuchsstoffen waren. Jedoch 
waren die Schwankungen bei derselben Tumorart bei verschiedenen 
Tumortieren sehr groB, im Durchschnitt entsprachen die Werte denen 
der wuchsstoffreichsten Gewebe normaler Tiere (Nieren), aber es wurden 
auch Werte gefunden, die weit dariiber und darunter lagen; die mittleren 
Abweichungen waren sehr groB. Im Tumorgewebe scheinen also im 
Gegensatz zu normalem Gewebe keine regulierenden Faktoren wirksam 
zu sein, es kann zu einer Anhaiufung von Wuchsstoffen kommen, mab- 
gebend wird sein, wieweit die Resistenz des Tieres gegen den ‘Tumor 
herabgesetzt ist. Denn im allgemeinen konnten wir beobachten, daB 
gerade groBe ausgebreitete Tumoren mit gréBeren Nekrosen besonders 
wuchsstoffreich waren (es wurden nur die nekrosefreien Partien des 
Tumors untersucht). Es scheint also ein Zusammenhang zu bestehen 
zwischen der Wachstumsenergie eines Tumors und seinem Gehalt an 
Stoffen, die auf Hefe wachstumbeschleunigend wirken. Dab gerade 
Tumoren, die stark nekrotisieren, sehr wirksame Extrakte liefern, wiirde 
ebenfalls gut damit iibereinstimmen, denn rasch wachsende Tumoren 
werden leicht nekrotisch, da die BlutgefaBversorgung durch das rasche 
Wachstum ungeniigend wird. Eine Wachstumsanregung durch Stoffe, 
die bei der Nekrose gebildet werden [Nekrohormone von Caspari (11)], 


‘ Der Tumorstamm, ein Hhrlich-Carcinom, war vom Institut fir 
Experiment. Therapie in Frankfurt und wurde uns von Herrn Professor 
Dr. Caspari in zuvorkommender Weise zur Vertiigung gestellt. Ich méchte 
an dieser Stelle meinen ergebensten Dank aussprechen. 
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ware ebenfalls méglich, sei es, dab diese nach der Ansicht Watermans (12) 
die Tumorzellen vor Cytolyse schiitzen oder dab sie selbst wachstum- 
anregend wirken, jedenfalls ist der Wuchstoffgehalt der nekrotischen 
Partien des Tumors gegeniiber dem der frischen Tumorzellen im Durch- 
schnitt auf die Halfte herabgesetzt, so dab die Méglichkeit besteht, 
daB die Tumorzellen die beim Zerfall frei werdenden Wuchsstoffe 
aufnehmen. Ahnliches ist auch iiber die Verteilung des Cholesterins 
zwischen Tumorzeilen und Nekrosen bekannt. 


Die weiteren Untersuchungen galten der Beantwortung der Frage : 
wird der Gehalt der Gewebe eines Tumortragers an Biossubstanzen durch 
den Tumor, d. h. durch Substanzen, die dieser in den Blutkreislauf aus- 
scheidet, beeinfluBt ? 


In der Literatur sind eine Reihe von Fernwirkungen, die Tumoren auf 
ihre Trager ausiiben, bekannt. So fand Klein (13) schon in den Anfangs- 
stadien des Tumorwachstums, ja schon nach Impfung eines Tieres mit 
Tumorzellen eine Aktivierung der Arginase in der Muskulatur des Tumor- 
tieres. Nach Newschloss (14) ist bei Tumortieren die Atmung in allen Ge- 
weben auBer der Milz herabgesetzt. Dische und Laszlo (15) stellten eine 
erhéhte Glykolyse der Leber, Okamoto (16) in der Milz fest. Edlbacher und 
Kutscher (17) fanden in der Muskulatur von Tumortieren Nucleophosphatase, 
von der sonst die Muskulatur frei ist. Blumenthal und Brahn (18) be- 
schreiben ein Absinken des Katalasewertes in verschiedenen Organen und 
Brahn (19) eine Herabsetzung der Lipaseaktivitat. Maschmann (20) findet 
eine Wirkungssteigerung des Kathepsins im Carcinomgewebe und eine 
Vermehrung und Wirkungssteigerung des Enzyms in Leber und Milz von 
Tumortieren. Nach Waterman soll im Serum Carcinomkranker ein Stoff 
vorhanden sein, der Carcinomzellen vor Auflésung schiitzt; er soll sich bei 
der Autolyse der Tumorzellen bilden. Willheim und Stern (21) fanden nach 
Einspritzung von Carcinomzellen und von Lipoidextrakten aus Tumoren 
bei gesunden Kaninchen eme Anderung ibres Serums, wobei seine cytolytische 
Kraft gegen Carcinomzellen fiir langere Zeit aufgehoben wurde. 


Es wurden 20 Carcinommause und 10 Kontrolltiere untersucht. 
Das Ergebnis war folgendes: In Muskel und Milz waren die Wuchsstoffe 
nicht erhéht, Durchschnitt und mittlere Abweichungen waren ahnlich 
wie bei den Kontrollen. Die Werte fiir die Nierenextrakte waren beinahe 
bei allen Tumortieren erhéht. Bei den Leberextrakten konnte man nur 
bei einigen Tieren mit weit fortgeschrittenen Tumoren Steigerungen 
beobachten, daher neben Erhéhung des Durchschnittswertes auch eine 
gréBere mittlere Abweichung gegeniiber den Kontrollen. Wir kénnen 
daraus schlieBen, daB die Wuchsstoffe im Tumor selbst entstehen und 
nicht dem Organismus vom Tumor entzogen werden. Ahnlich wie bei 
der Ernahrung mit wuchsstoffreichem Futter findet man im Zusammen- 
hang mit der Ausscheidung zuerst in den Nieren erhéhte Werte. Erst 
in spateren Stadien der Tumorentwicklung, wenn der Korper mit 
Wuchsstoffen iiberschwemmt wird, steigt ihr Gehalt auch in der Leber. 
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Die Frage, wie sich die Wuchsstoffe im Blute mit der Entwi¢klung der 
Tumoren andern, wie die Ausscheidung im Harn vor sich geht, wieweit 
Beeinflussungen von Organen durch Metastasenbildung zu beobachten 
sind, wird bei Kaninchen mit Brown-Pearce-Tumoren untersucht 


Zusammenfassung. 


Es wurde die Wachstumsbeschleunigung gemessen, die wisserige 
Extrakte verschiedener tierischer Gewebe und Tumoren auf eine Hete- 
kultur in Readerlésung in 24 Stunden bei 30° ausiiben. Die Wachstums- 
beschleunigung dieser Extrakte geht bei einer bestimmten Konzentration 
parallel mit ihrem relativen Gehalt an Wachstumssubstanzen. Dabei 
ergab sich: 


1. Normale tierische Gewebe enthalten fiir eine bestimmte 
Gewebsart einen bestimmten relativen Wuchsstoffgehalt, der bei der 
gleichen Tierart kaum = schwankt. Bei allen untersuchten aus- 
gewachsenen Tieren folgen sich die Gewebe nach ihrem Wuchs- 
stoffgehalt : 


Niere > Nebenniere > Leber > Milz, Muskel usw. > Blut. 
Junge Tiere (unter 8 Tagen) enthalten nur im Blute mehr Wuchsstoffe 
als die alteren Tiere, sonst findet man in allen Geweben eine gleich- 


miBige Verteilung. 


2. Da bei einer wuchsstoffreichen Ernaihrung im Zusammenhang 
mit der Ausscheidung eine Erhéhung des Wuchsstoffgehalts nur in den 
Nieren eintritt, scheint die Ernaihrung dafiir ohne groBe Bedeutung zu 
sein ; es miissen vielmehr hormonale Einfliisse fiir die Konstanterhaltung 
des Wuchsstoffgehalts im normalen Gewebe innerhalb des Organismus 
maBgebend sein. 


3. Die untersuchten Impftumoren schwankten sogar bei der 
gleichen Tumorart (Fhrlichs Mausecarcinom) auBerordentlich in ihrem 
Wuchsstoffgehalt, der Durchschnitt lag bei den héchsten Werten der 
Gewebe normaler Tiere (Niere). GroBe Tumoren mit starken Nekrosen 
sind am wuchsstoffreichsten, es scheint also ein Zusammenhang zu 
bestehen zwischen der Wachstumsenergie eines Tumors und seinem 
Gehalt an Stoffen, die das Hefewachstum anregen. 


4. Eine Beeinflussung des Wuchsstoffgehalts von Organen des 
Tumortragers durch den Tumor zeigt sich bei den Nieren, in der Leber 
steigt nur in fortgeschrittenen Fallen der Wuchsstoffgehalt. Man kann 
daraus schlieBen, daB die Wuchsstoffe im Tumor selbst entstehen und 
nicht dem Kérper vom Tumor entzogen werden. 
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C. Dittmar: 


Lelative Wachstumsgeschwindigkeit von Hefe 
0,8cem Organextrakten (1: 9). 


bei 


Zusatz von 





Vermehrung der Impfmenge nach 24 Std. bei 30° 











Muskel Milz | Leber | Niere NeP@M-" Hoden | Ovar | Blut 
| 30 33 68 80 50 25 5 
Kaninchen 24 5 76 85 48 = 98 4 
(ausgewachsen) | 24 30 (2 76 45 23 Y 
rf | 30 60 72 4y 30 a & 
Durehschnitt: 26 32 69 dl 45 26 28 6 
Vermehrung der Impfmenge nach 24 Std. bei 30° 
Muskel Milz Leber Niere Blut 
Kaninchen 30 85 ne 76 10 
(8 Wochen) (| ‘ fe ‘ 
36 28 82 
ie 28 28 
Kaninchen | 32 36 36 
(3 Tage) 32 23 28 
28 23 28 
30 28 32 
Durchsehnitt: 32 28 29 30 18 
Vermehrung der Impfmenge nach 24 Std. bei 30° 
Muskel Milz Leber  Niere = Hoden  Ovar _ 
30 32 40 50 44 — 20 25 
i 96 | 82 | 40 | ba | 40 | 28 | — | 28 
Hund 9 Dr QF = ‘ D5 9 
20 25 35 55 42 25 _ 2) 
| 30 30 38 48 43 22 — 20 
Durchschnitt: 26 30 40 51 42 25 20 22 
Hand 20 | 2 | 2 | 45 | 6 | 2% | — | 2 
mit Eekfistel 
Rind { 16 20 40 50 36 20 — 22 
ry | 20 28 48 60 40 24 _ 26 
Durchschnitt : 18 24 44 5d 38 22 — 24 
Vermehrung der Impfmenge nach 24 Std. bei 30° 
Muskel Milz Leber Niere 
Katze, | 16 12 24 32 
ausgewachsen, 12 16 12 
3 Tage alt | 10 14 14 
20 30 45 
ae 25 40 50 
schweinchen | 2) 30 40 
Durchsehnitt : 22 24 33 45 








2 ENR 














Verteilung der Wuchsstoffe der Biosgruppe. LOS 


Relative Wachstumsgeschwindigkeit von Hefe bei Zusatz von 
0.8 cem Gewebsextrakt. 





Vermehrung der Impfmenge nach 24 Std. 


bei 30° Bemerkungen 
Muskel Milz Leber Niere 
Maus, normal 23 34 52 +6 | 66-8 Durehschnitt von 10 Bestim- 
mungen. 

Maus | = 

ee 24 33 60 14 77 +9. Durchschnitt von 20 Bestim 
mit FPhrlich-Ca_ | mungen 
Maus normal 24 34 52 66 4 Bestimmungen 

Maus | , er 

ar rery 24 30 56 60 anh Sian 
Vitoxtitterung | | $ f nach 8 Tagen 

Dasselbe 26 36 58 75 r z oe 





Vermehrung der Impfmenge 
nach 24 Std. bei 300 Bemerkungen 
Khrlich-Careinom 


Maus 67 19 Durchschnitt von 24 Bestim 
a mungen, 
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Thyroxinjodbestimmung nach Behandlung mit Hydrazin. 
Von 
Hermann Paal und Gerhardt Motz. 
(Aus der Medizinischen Universitats-Poliklinik Heidelberg.) 


(Eingeqangen am 26. Mai 1935.) 


Die bisherige Bestimmung des organisch gebundenen Thyroxinjods 
griindet sich auf eine Veraschung der organischen Substanz im offenen 
oder geschlossenen System und die anschlieBende kolorimetrische bzw. 
titrimetrische Analyse des dabei erhaltenen anorganischen Jods. Eine 
wesentliche Vereinfachung fiir die Abspaltung des Jods aus dem organi- 
schen Thyroxinkomplex bedeutet die Zuhilfenahme des reduktions- 
kraftigen Hydrazins, das wir im Verlauf der elektrochemischen Blutjod- 
analyse mit Erfolg angewandt haben!. 

Werden von einer Thyroxinlésung, die 1 bis 2 mg Thyroxin im cem 
enthalt, ein oder mehrere ccm am RiickfluBkiihler mit 1 bis 2 Tropfen 
konzentriertem Hydrazin (Merck) in Gegenwart von | bis 2 cem n NaOH 
| Stunde lang erhitzt, so geht das organische Jod in freies Jodion iiber. 
Zusatz von Silbernitratlésung nach schwachem Anséuern des Hydroly- 
sats mit verdiinnter H,SO, gibt einen schwer léslichen Niederschlag 
von AgJ. Der qualitative Nachweis, daB wirklich AgJ vorliegt, laBt 
sich so fiihren, daB der abfiltrierte Silberniederschlag nach dem friiher 
von uns beschriebenen Verfahren (Na,S-Reduktion im alkalischen 
Medium, H,O,-Oxydation und Hydrazinreduktion) zerlegt und das 
frei gewordene Jodion elektrochemisch bestimmt wird. 

Das durch die Reduktion in Freiheit gesetzte Jod liBt sich auch 
kolorimetrisch nachweisen mittels der Nitritschwefelsiurereaktion und 
Ausschiittelns mit Chloroform. Thyroxin selbst gibt diese Reaktion 
nicht. 

Zur Priifung der Frage, ob die Jodabspaltung bei der Hydrazin- 
reduktion quantitativ verlauft, ob also alle vier Jodatome aus dem 
Thyroxinmolekil in Freiheit gesetzt werden oder nur ein Teil derselben, 
schlugen wir den Weg der direkten elektrometrischen Jodtitration nach 
vorausgegangener Hydrazinreduktion ein. 

Wir benutzten Thyroxinlésungen, die | mg Thyroxin in 100 ccm ent- 
hielten, kochten davon einen oder mehrere ccm ohne weitere Wasser- 
verdiinnung | Stunde lang am RiickfluBkiihler mit 1 Tropfen Hydrazin 
und | cem n NaOH, lieBen die Lésung erkalten und fiihrten nach Ansauern 
mit verdiinnter H,SO, direkt die Elektrotitration aus. Die Technik der- 
selben haben wir in einer fritheren Mitteilung ausfiihrlich beschrieben'. 


! H. Paal u. G. Motz, Klin. Wochenschr. 1935, im Druck. 
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Es ergab sich, daB die analysierten Jodwerte gut tibereinstimmen 
mit dem berechneten Jodgehalt der untersuchten Thyroxinmenge 
(Tabelle I). Der Jodgehalt des Thyroxinpraparats wurde in Kontroll- 
aschenanalysen mit 65,3°, sichergestellt. 


Thyroxinjodabspaltung durch Hydrazin. 








Maximale Maximale 

Potential- Potential- 

Nr. Berechnet Gefunden differenz Nr Berechnet Gefunden differenz 
in em in em 

Briicken- Briicken- 

y Jod y Jod widerstand y Jod y Jod widerstand 
1 19,59 18,68 + 12 5 13,00 12,10 + 35 
2 19,59 20,32 + 18 6 11,74 10,92 + 19 
3 19,59 20,32 + 21 | 6,35 6,73 + 11 
4 19,59 18,69 + 12 8 6,35 6,67 +14 


Die Jodabspaltung bei der Hydrazinreduktion des Thyroxins 
verlauft also quantitativ und erlaubt eine direkte elektrometrische 
Jodbestimmung ohne vorgeschalteten Veraschungsgang. Die alleinige 
Alkalihydrolyse des Thyroxins ohne Hydrazinzusatz unter sonst gleichen 
Versuchsbedingungen fiihrt zu keiner quantitativen Entjodung, sondern 
macht héchstens kleinere Mengen von anorganischem Jod frei. 

In Testversuchen uberzeugten wir uns, daB das Thyroxin nicht 
direkt ohne vorgeschaltete Hydrazinreduktion als Thyroxinsilber 
quantitativ elektrochemisch bestimmt werden kann. Dies liegt u. a. 
auch schon darin begriindet, daB unter dem EinfluB des Ansiéuerns vor 
der Titration Thyroxin teilweise ausgefallt wird. Auch andere organische 
Jodverbindungen, z. B. Dijodtyrosin, Yatren oder Monojodessigsiure 
werden durch Hydrazin in alkalischer Lésung direkt angegriffen. 
Insofern erlaubt die Hydrazinreduktion keine spezifische Bestimmung 
des Thyroxinjods in Gemischen verschiedener organischer Jodkérper, 
sondern setzt deren jeweilige Isolierung voraus. 

Auf Blut und Gewebe 1aBt sich die Reduktionsmethode nicht ohne 
weiteres iibertragen, da die elektrometrische Titration das Vorliegen 
tunlichst isolierten Jodions voraussetzt. 








Blutgerinnung als unbegrenzt iibertragbare Kettenreaktion. 
Von 
Albert Fiseher. 
(Aus dem Biologischen Institut der Carlsberg Stiftung in Kopenhagen.) 
(ELingegangen am 27. Mai 1955.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


lfrihere Untersuchungen tiber die Auslésung des Blutgerinnungs- 
vorganges durch Organextrakte brachten uns zu folgenden Vermutungen, 
Im Organextrakt spielen sich ,,spontane’s Denaturierungsvorginge 
ab (1). Diese Vorginge greifen auf die Eiweibkérper des Blutplasmas 
iiber und setzen sich darin fort. Wir haben gefunden, daB sich im Blut- 
plasma wihrend des Gerinnungsprozesses, also bevor das Plasma erstarrt 
ist, gerinnungsaktiver Stoff neubildet. Dieser laBt sich unbegrenzt von 
einem Plasma zu einem anderen tbertragen. Der neugebildete Ge- 
rinnungsstoff vermehrt sich wahrend des Vorganges und erreicht ein 
Maximum, kurz bevor die sichtbare Gerinnung eintritt. Dieser Stoff 
ist unbegrenzt ,,ziichtbar’*, wenn man nur dafiir sorgt, von einem 
Plasina zu einem anderen zu ,,impfen‘’, bevor das erste erstarrt ist. Wir 
wollen nun derartige Untersuchungen beschreiben und sodann kurz auf 
bekannte chemische Reaktionen ahnlicher Art hinweisen. 


Experimentelles. 


Der Grundversuch (1455) wurde in folgender Weise ausgefiihrt: Eine 
Reihe von Glaisern mit je 0,2 cem Hiihnerplasma wurde mit je 30 y eines 
gerinnungsaktiven Lipoids (2) versetzt. Die experimentellen Bedingungen 
waren durch Zusatz von etwas Heparin so gestaltet, da® die Germnung des 
Plasmas hinreichend langsam verlief, um Zeit fiir die weiteren Manipula- 
tionen zu haben. Die einzelnen Réhrchen mit Plasma erhielten ihren Lipoid - 
zusatz in kurzen, zeitlichen Abstinden. Das Plasma mit dem zuerst zu- 
gesetzten Lipoid diente zur Messung der Gerinnungszeit. Wahrenddessen 
blieb das Plasma in den Réhrehen, zu denen das Lipoid einige Minuten 
spaiter zugesetzt wurde, noch fliissig. Ein Teil dieses noch fliissigen Blut- 
plasmas, dessen Gerinnung einige Minuten spater zu erwarten war, wurde in 
einige Réhrehen mit neuem genuinen Plasma iibertragen. Nach der ,,Uber- 
impfung™* wurde schnell gemischt, mit einigen Portionen die Gerinnungszeit 
abgelesen und aus anderen Portionen von noch fliissigem Plasma weiter- 
geimpft. Die Uberimpfung wurde immer mit 0,03 cem Plasma vorgenommen, 
also mit einem Sechstel des ganzen Plasmavolumens. Die urspriinglich zu- 
gesetzte Menge gerinnungsaktiven Lipoids, 30 7, war schon in der ersten 
Ubertragung auf ein Sechstel vermindert. Die Konzentretion des Lipoids 
wurde also mit jeder Passage sechsmal weniger als die Konzentration im 
vorhergehenden Réhrchen. 
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Das mit 307 versetzte Plasma gerann nach etwa 1080 Sekunden. 
Gleich in der ersten Ubertragung gerann das Plasma bereits in 360 Sekunden. 
Wir fiihrten die Impfung weiter bis zu einer Verdiinnung von 5. 10°'° » 
Lipoid und hérten dann auf. Hierbei war die Gerinnungszeit wnverdndert 
geblieben und schwankte um einen Mittelwert von 540 Sekunden herum. 
Die Schwankungen kommen daher, da es nicht immer méglich war, in 
genau der gleichen Phase des Gerinnungsvorganges zu iiberimpfen. Die 
Aktivitét des gebiideten Gerinnungsstoffes wird niimlich gréBer, je naher 
man an den Erstarrungspunkt kommt, wie wir unten an einer Versuchsreihe 
zeigen werden. Untersuchungen dieser Art sind nur ausfiihrbar unter den 
reinsten experimentellen Bedingungen, wie sie sich mit Vogelblutplasma, 
das selbst keinen Gerinnungsstoff enthalt, verwirklichen lassen. , Das Plasma, 
das wir fiir diesen Versuch verwendeten, ist fiir sich allein bei 39° C nach 
2 Stunden noch nicht geronnen. Erfahrungsgema8 halt ein solches Plasma 
sich manchmal bei 39°C tagelang fliissiz. 

Dieser Versuch zeigt also, daB es méglich ist, einen hochwertigen 
Gerinnungsstoff unbegrenzt von cinem Blutplasma in ein anderes zu 
iibertragen, ohne daB die Wirkung dabei im geringsten vermindert 
wird. Nur muB man dafiir sorgen, da das Plasma zwischendurch nicht 
erstarrt. Sobald dies eintritt, sinkt die Wirkung sehr schnell ab. Solange 
noch freies Substrat im Plasma vorhanden ist, womit der gebildete 
Gerinnungsstoff reagieren kann, 1iBt die Wirkung sich auf neues Plasma 
iibertragen. Vom Moment an, wo die Gerinnung des Plasmas durch 
irgendeinen Gerinnungsstoff eingeleitet wird, bis kurz bevor das Blut- 
plasma erstarrt, nimmt die Menge des gebildeten Cerinnungsstoffes 
zunadchst langsam und dann explosionsartig zu, um bei der Erstarrung 
plétzlich zu verschwinden. Dies wird der folgende Versuch (1461) in 
deutlichster Weise zeigen. Zu 0,2cem Hiihnerplasma wurden 10 y 
eines gerinnungsaktiven Lipoids zugesetzt (System A). Hiermit gerann 
das Plasma in 300 Sekunden. Nach diesem Vorversuch wurde nochmals 
Lipoid und Plasma zusammengebracht, und nun werden 60. 120, 150 
und 240 Sekunden danach 0,03 cem aus diesem System A zu je 0,2 cem 
neuem Plasma als System B zugesetzt und die reziproken Gerinnungs- 
zeiten von System B bestimmt. Aus Tabelle I und Abb. 1 ergibt sich, 
daB die reziproke Gerinnungszeit von B gréSer und gréBer wird, je 
niher am Gerinnungspunkt von A die Uberimpfung vorgenommen wurde. 


Tabelle I. Uberimpfung aus A in verschiedenen zeitlichen Ab- 
stinden vom Gerinnungspunkt. Einflu8 auf die Gerinnungszeit 
von B. 





Entnahme aus A. 
Zeit nach 
dem Lipoidzusatz 


Entnahme aus A. 
Zeit nach 
dem Lipoidzusatz 


Gerinnungs- 
zeit von B 


Gerinnungs- 
zeit von B 


(Sek.) Lit . 1000 (Sek.) bf « O08 
; 60 0,8 4 240 5,7 
2 120 i 5 290 1,3 





3 180 23 (geronnen) 
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In Abb. | ist die reziproke Gerinnungszeit als Ordinate fiir die 
sekundaren Plasmareihen (B-Systeme) aufgetragen und als Abszisse 
die Zeit in Sekunden, die verlaufen sind, nachdem das Lipoid zum 
primaren Plasma (A-Svstem) zugesetzt war; die Abszisse gibt auch die 
Zeitpunkte fiir die Cbherimpfung an. Unmittelbar nachdem das System A 
geronnen war, wurde ein groBer Klumpen herausgenommen und zu 
einem neuen, frischen, sekundairen Plasma zugesetzt (Abb. 1). Die 
gerinnungsfordernde Wirkung dieses Klumpenzusatzes erwies sich als 
auBerordentlich gering. Der Kurvenanstieg ist exponential. Die ge- 

rinnungsauslésenden Stoffe bilden 





6-—_ > | sich zunachst langsam, nehmen dann 

, | rasch zu und verschwinden mit der 

| | Erstarrung des Plasmas sehr schnell. 
8, | —\ | Man sieht, daB die Gerinnungs- 
s | — | Tatts ie aye 8 
veal 8] | aktivitat in der letzten Gerinnungs- 
£") ¥\ | phase stirker ist als die urspriing- 
rv) 3 | liche Aktivitat des zugesetzten ge- 

N rinnungsaktiven Lipoids, namlich 

7 § 1/t. 1000 = 5,7 gegen 3,3. 

| 


Wir haben in obigem Versuch 





A-Gelen Lat dr Eehechuc ea linibeatelic! von einem koagulierenden Plasma 

Abb. 1. Portionen entnommen und zu neuem 

Blutplasma zugesetzt. Im nachsten 

Versuch (1464) wurde aus einem koagulierenden Blutplasma (A) auf 

einmal eine gréBere Portion entnonimen und in verschiedenen Konzen- 

trationen auf eine Reihe von neuen Plasmaportionen (B) verteilt. Alle 

anderen Bedingungen fiir die B-Reihe wurden gleichgehalten. Hierbei 

sollte die Abhingigkeit der Gerinnungszeit der B-Reihe von der Kon- 

zentration des zugesetzten, in A gebildeten Gerinnungsstoffes fest- 
gestellt werden. 


Der Versuch wurde in folgender Weise ausgefiihrt: Zu 0,4 cem Hiihner- 
plasma wurden 0,03 ccm eines Embryonalextraktes (1 bis 300) zugesetzt. 
Die Gerinnung eines solches Gemisches erfolgte in 225 Sekunden. Uber- 
impfte man von einem derartigen (noch fliissigen) Plasma-Embryonal- 
extraktsystem nach etwa 190 Sekunden auf neues Plasma, so gerann dieses 
nach 580 Sekunden. 

Nachdem dieser Vorversuch uns iiber die ungefahren Gerinnungszeiten 
informiert hatte, wurde alles wieder wie eben beschrieben, angesetzt, um den 
eigentlichen Versuch zu beginnen. Der Versuch wurde in der dritten ,,Uber- 
impfung** ausgefiihrt, wobei der urspriingliche Embryonalextrakt bis zu 
einer Verdiinnung von '/s99999 ~heruntergebracht wurde. Nachdem der 
GerinnungsprozeS von frischem Plasma durch Inipfung mit koagulierendem 
Plasma eingeleitet worden war, wurde nach etwa 480 Sekunden, also 
1 Minute bevor die Gerinnung zu erwarten war, eine geniigend groBe Portion 
herausgenommen, und in verschiedenen Konzentrationen auf fiinf Réhrchen 
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mit neuem Plasma verteilt. Das Plasmavolumen wurde durch Zusatz von 
genuinem Plasma auf 0,4 ccm insgesamt aufgefiillt. Hierfiir wurde das 
gleiche Plasma verwandt, wie in dieser ganzen Versuchsgruppe. 

Aus Tabelle Il und Abb. 2 ergibt sich, daB die Gerinnungszeit mit 
zunehmender Konzentration des im Plasma erzeugten Gerinnungs- 


Tabelle I]. Uberimpfung von A nach Bin verschiedenen Mengen- 
verhaltnissen. 





A B A B 


t t 
cem cem ecm cem 
0,08 0,32 1480 + 0,17 0,23 575 
2 0,11 0,29 1050 5 0,20 0,20 445 
3 0,14 0,26 750 


stoffes abnimmt. Die Gerinnungszeit ist also hier ein Ausdruck fiir die 
Menge des gebildeten Gerinnungsstoffes. Werden die beiden erwihnten 
Versuche (1461 und 1464) mit 

dem gleichen Plasma ausge- 1500, 











fiihrt, so kénnen wir aus den : 
zwei Kurven die Menge des io 
anwesenden, wirksamen, neu- 1300; 
gebildeten Gerinnungsstoffs onl 
in einem beliebigen Augen- ~ 
blick berechnen. Hierdurch gran 
ist es also méglich, den Koa- 5 ww 
gulationsprozeB zu verfolgen & 
und die Reaktionsgeschwin- oe 
digkeit zu messen. > aw 
Alle unsere Versuche be- 7” 
ruhten darauf, daB die Zeit ” 
vom Zusammenbringen des 600 
Plasmas mit dem gerinnungs- | 
fordernden Stoff bis zur voll- ” | | N 
endeten Gerinnung gemessen ae pe se _ 
wurde (die Gerinnungszeit). Menge des zugesetzten A- Systems incom 
Was in dieser Zeit geschieht. Abb. 2. 


wurde bisher auf verschiedenen 
indirekten Wegen ermittelt (durch die iquivalenten Bindungsverhaltnisse 
zwischen Heparin und Gerinnungsstoff, durch 'Triibungsmessungen). In 
den vorliegenden Untersuchungen verschaffen wir uns zum ersten 
Male einen direkten Kinblick in den Ablauf des Gerinnungsvorganges. 
Bevor wir die experimentellen Tatsachen kurz erértern, mub noch 
ein Versuch erwahnt werden. Die plétzliche Verlangerung der Ge- 
rinnungszeit nach Zusatz von Plasmakoagulum unmittelbar nach 
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seiner Bildung kénnte vielleicht darauf beruhen, dab die sonst reaktions- 
tiichtigen Gerinnungsstoffe an dem auskoagulierten Fibrin haften und 
nicht ohne weiteres davon frei gemacht werden kénnen. Wir haben 
daher folgenden Versuch (1457) angestellt. 

Kin Hiithnerplasma wurde mit einem sehr diinnen Embryonalextrakt 
zur Gerinnung gebracht, ¢ 55 Sekunden. Unmittelbar danach wurde 
das ganze Gerinnsel unter Zusatz von 0,1 ccm physiologischer Kochsalz 
l6sung in einem kleinen Mérser zerrieben. Von der iiberstehenden Fliissigkeit 
wurden nun 0,03 cem zu 0,2 cem neues Plasma zugesetzt, ¢ 180 Sekunden. 
Das Gerinnsel hiervon wurde ebenfalls mit 0.1 cem physiologischer Kochsalz- 
l6sung eluiert. Hiervon wurde wieder zu neuem Plasma zugesetzt, das 
diesmal in etwa 700 Sekunden gerann. Bei Fortsetzung dieses Verfahrens 
gerann das Plasma das niaichste Mal in ¢ 1020 Sekunden. Das nun nocli 
folgende Mal erftoelgte die Gerinnung nach ¢ 1140 Sekunden. 

Dieser Versuch zeigt, daf es sich jedesmal um eine einfache Ver- 
diinnung des urspriinglichen zugesetzten Gerinnungsstoffes handelt. 
Die aus einem Gerinnsel eluierten Stoffe sind also nicht fahig, die Bildung 
neuer Gerinnungsstoffe anzuregen. Man wird hierdurch unwillkiirlich 
auf den Gedanken gebracht, daB der erzeugte Gerinnungsstoff Fibrin 
im Molekiil enthalten muB. Denn Fibrin ist irreversibel unléslich 
gemacht und JaBt sich nicht mit Kochsalz eluieren. Nur solange das 
Plasma noch fliissig ist, enthalt es wirksamen Gerinnungsstoff, Es ist 
sehr wahrscheinlich, daB die Wirksamkeit an die ,,Mikrokoagula‘ 
vebunden ist, wie wir in einer friiheren Arbeit (3) angefiihrt haben. 
Kleine Fibrinflocken kénnten méglicherweise auch dafiir verantwortlich 
sein, daB in der letzten ,,Passage‘‘ des obigen Versuchs die Gerinnung 
nicht so stark verlangsamt war, wie man erwarten sollte. 


Diskussion. 


Die Versuche lehren, dab im Blutplasma durch Einleitung des 
Germnungsvorganges fortwahrend Gerinnungsstoff neu gebildet wird, 
Es ist gleichgultig, ob der Gerinnungsvorgang durch Erhitzung, durch 
HCl-Zusatz (1), durch Organextrakt oder Lipoid eingeleitet wurde. 
Der neugebildete Gerinnungsstoff laBt sich aus gerinnendem, aber noch 
fliissigem Plasma unbegrenzt auf neues Plasma iibertragen, ohne dal} 
die Aktivitat des gebildeten, wirksamen Stoffes abnimmt. Wahrend 
des Gerinnungsvorganges nimmt die Menge wirksamen Stoffes zunachst 
langsam zu, kurz vor dem AbschluB der Gerinnung aber explosionsartig. 
Naheres itiber die Natur dieser Stoffe kénnen wir vorliufig nicht aussagen. 
Uber den Typus der Reaktionen kénnen wir uns aber schon jetzt eine 
ungefaihre Vorstellung machen. 

Mehrere Untersuchungen (1) (4) deuten darauf hin, daB der Aus- 
lésungsmechanismus der Blutgerinnung mit dem Mechanismus des 
weiteren (automatischen) Verlaufs sehr verwandt ist. Ist der Gerinnungs- 
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prozeB ausgelést, so bildet sich ein Gerinnungsstoff in Gestalt von 
reaktionsfahigen Gruppen, die man vielleicht als freie Radikale oder 
als Keime ansprechen kénnte. Ob es sich hierbei um die Bildung freiet 
Radikale handelt, dariiber sind Untersuchungen schon im Gange. Da 
die Bildung dieser reaktionsfahigen Molekiile exponentiell verlauft, 
kénnen wir folgendes sagen: bei jeder Einzelreaktion entsteht mehr als 
eine reaktionstiichtige Gruppe der gleichen Art wie die, von der die 
Reaktion eingeleitet wurde. Die Reaktion wird, wenn sie einmal ein- 
geleitet ist, mit immer steigender Geschwindigkeit verlaufen, so etwa, 
wie es von Hinshelwood und Grant (5) fiir die Knallgasreaktion gezeigt 
wurde. Ubertragen wir jetzt das Bild der Kettenreaktion auf den Blut- 
gerinnungsvorgang, so lassen sich die experimentellen Tatsachen recht 
befriedigend erklaren. Der ProzeB besteht aus mindestens vier Vor- 
gingen, namlich 1. Auslésung der Reaktion, 2. Bildung von reaktions- 
fiihigen Molekiilen (,, Radikalen’’), 3. Sditigung dieser ,,Radikale und 
4. Bindung von Heparin. Die Bindung des Heparins erfolgt an denselben 
Radikalen, ist also auch eine Sattigung, erhéht aber im Gegensatz 
zu der eigentlichen Sattigung die Labilitat des Systems. 

Wir stellen noch einmal die Versuche zusammen, die als Stiitze fiir 
diese Theorie dienen. 

1. Im Blutplasma, dessen Gerinnung durch Lipoid oder Organ- 
extrakte ausgelést wird, bildet sich gerinnungsaktiver Stoff neu, der 
sich unbegrenzt von einem Plasma zum andern tubertragen laiBt. 

2. Werden von einem koagulierenden Plasma zu_ verschiedenen 
Zeiten nach der Auslésung des Gerinnungsvorganges gleiche Mengen 
entnommen und zu neuem genuinen Plasma zugesetzt, so nimmt der 
gebildete Gerinnungsstoff als Funktion der Zeit zu. 

3. Wird aus einem primiren koagulierenden Plasma in ein und 
demselben Zeitpunkt eine gréBere Portion entnomimen und in_ ver- 
schiedenen Konzentrationen auf frisches Plasma verteilt, so sinken die 
Gerinnungszeiten der sekundaren Plasmareihe mit steigenden Mengen 
zugesetzten primiren Plasmas (durch steigende Mengen neugebildeten 
Gerinnungsstoffes). 

4. Die Wirkung des Gerinnungsstoffes geht mit der Erstarrung 
des Plasmas stiirmisch zuriick. Am AbschluB des Gerimmungsprozesses 
findet eine ,,innere Absittigung‘’ der reaktionsfahigen Molekiile statt. 

Wahrend des Verlaufs des Koagulationsprozesses gehen zwei 
Hauptreaktionen vor sich. 1. Die Bildung von neuen reaktionsfahigen 
Molekiilen und 2. die Absattigung von schon gebildeten aktiven Mole- 
kiden. Bei dieser Absattigung von freien ,,Radikalen’ bilden sich 
gerinnungsinaktive Produkte (Reaktionsprodukte) parallel mit der 
Bildung von neuen freien ,,Radikalen’’. Diese beiden Reaktionen miissen 
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gleichzeitig laufen, aber mit verschiedener Geschwindigkeit. Anfangs 
wird zweifellos die Geschwindigkeit, mit der neue ,,freie Radikale« 
gebildet werden, weit tiberwiegen. Spater wird die Geschwindigkeit 
der Absattigung der ,,Radikale’’ zunehmen und mit vollstandiger 
Umsetzung des Substrats (Erstarrungsaugenblick) ihre héchste Ge- 
schwindigkeit erreichen. 

An der Absattigung der ,,freien Radikale’’ nimmt das Heparin 
folgendermaBen teil. Hrstens reagieren die entstandenen freien Radikale 
mit dem Substrat (fibrinogen ’), wodurch einerseits Reaktionsprodukte 
(Mikrogerinnsel) entstehen, andererseits neue ,,freie Radikale**, die den 
GerinnungsprozeB weiterfiihren. Zweitens reagieren ,,freie Radikale* 
mit vorhandenem freien Heparin und werden dadurch abgesattigt. 
Die Bindung von ,.freien Radikalen** an neues Substrat, wobei neue 
Radikale entstehen, und die Absattigung durch Bindung an Heparin 
(inaktives Produkt) miissen von den Affinitéten zwischen den Reaktions- 
komponenten abhaingen. Wir sehen ein Spiel der Krafte vor uns zwischen 
heparingesattigten Radikalen, freien Radikalen und freiem Heparin. 
Je nach den Dissoziationsverhaltnissen wird Heparin gebunden und aus 
der Losung entfernt. Hierdurch verschiebt sich das Mengenverhaltnis 
zwischen ,,freien Radikalen‘’ und_ ,,heparingesattigten Radikalen* 
zugunsten der ,,freien Radikale’’. 

Wir haben die fortpflanzungsfihigen gerinnungsaktiven ,,Molekiile*’ 
oder Komponenten als ,,freie Radikale“ angesprochen, ohne einen 
direkten Beweis fiir die Anwesenheit solcher Radikale erbracht zu haben. 
Das experimentelle Tatsachenmaterial laBt sich bis jetzt aber am zwang- 
losesten mit einer Kettenreaktionstheorie erklaren. Zugunsten dieser 
Annahme sprechen auch die bisherigen Feststellungen verschiedener 
Autoren, daB die Aktivierungs- und Reaktionswirme bei der Blutgerin- 
nung unmeBbar klein ist. Der bisherige Gegensatz zwischen der chemi- 
schen Betrachtungsweise der Blutgerinnung und der Fermentauffassung 
erscheint tiberbriickbar, wenn man die neuerdings aufgestellten Be- 
ziehungen zwischen Fermentwirkungen und Kettenreaktion heranzieht. 
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Zahlreiche Versuche, tiber die zum Teil in der II. Mitteilung (1) 
berichtet worden ist, hatten es unwahrscheinlich gemacht, daB die in 
abbaukranken Kartoffelknollen beobachteten Anderungen der Oxydo- 
reduktionen auf einer Stérung der Sauerstoffaktivierung beruhen. Die 
Ursache der héheren Reduktionskraft kranker Knollen konnte daher 
in einer Anhaufung reduzierender Verbindungen gesucht werden, wenn 
auch diese Annahme nicht gerade wahrscheinlich war. 

In Frage kamen nur Verbindungen mit niedrigem Redoxpotential, 
z. B. Glutathion und besonders Ascorbinsiure. Die von Wartenberg 
und Hey (2) beobachteten und diagnostisch verwerteten konstanten 
tedoxpotentiale werden zwar in einem Gewebebrei gemessen, scheinen 
aber doch eine gewisse Bedeutung fiir die Physiologie der Knolle zu 
haben; wenigstens kénnen mit einem Réhrenpotentiometer an einem 
Golddraht sofort nach dem Einstich in eine Kartoffelknolle gegeniiber 
der Kalomelelektrode negative Potentiale beobachtet werden, die, wild 
schwankend und bald ins positive Gebiet iibergehend, doch in dem 
Bereich der Redoxpotentiale von Wartenberg und Hey beginnen(E£,, + 100 
bis — 20 Millivolt bei pu 6). Uber die Normalpotentiale von Ascorbin- 
siure und Glutathion finden sich in der Literatur widersprechende 
Angaben (3), sie umfassen annahernd den fraglichen Potentialbereich, 
wobei fiir die Ascorbinsaéure der positivere Teil, fiir das Glutathion der 
negativere Teil in Betracht kommt. 

Noch eine weitere Fragestellung erforderte eine quantitative Be- 
stimmung von Ascorbinsaure und Glutathion in den Kartoffelpre Bsaften : 
ist ihre Konzentration ausreichend, um eine Steuerung des Ferment- 
mechanismus durch das Zellpotential auf dem Wege iiber die Redox- 
systeme Ascorbinséure und Glutathion wahrscheinlich zu machen ? 
Aktivitatsinderungen von Fermentpraparaten durch die genannten 
Redoxsysteme, sei es durch die Komponenten allein, sei es durch das 
Mengenverhaltnis der Komponenten zueinander (Ascorbinsaure : De- 
hydroascorbinsaure; GSH.:GSSG.) sind ja bekannt und zahlreich 
genug, ungeklart ist aber noch, ob derartige Fermentbeeinflussungen 
irgendeine Bedeutung haben fiir den geregelten Stoffwechsel eines 
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lebenden Zellkomplexes. AuBer den Versuchen von Mothes (4) ist zu 
dieser Frage nichts Stichhaltiges anzufiihren. 

Im folgenden wird gezeigt werden, daB die Konzentration wenigstens 
der Ascorbinsaéure im Zellsaft von Kartoffeln groB genug ist, um dem 
tedoxsystem Ascorbinsiure eine entscheidende Rolle bei der Bildung 
des Zellpotentials zuzuschreiben, und daB in Abbauknollen dieselben 
Veranderungen des Kohlenhydratstoffwechsels zu beobachten sind, wie 
sie nach Versuchen mit diesem Redoxsystem an Fermentpraparaten zu 
erwarten gewesen waren. 

Glutathion ist in Pflanzenteilen oft gefunden und bestimmt worden, 
leider halten manche der angegebenen Werte einer Kritik nicht stand. Die 
iiblichen Methoden der GSH.-Bestimmung benutzen die starken Reduktions 
wirkungen der Sulfhydrylgruppe (z. B. die Jodtitration in ihren verschiedenen 
Ausfiihrungsformen) und erfassen daher auch die in pflanzlichen Extrakten 
fast immer vorhandene Ascorbinsaiure. Streng spezifisch fir SH.-Ver- 
bindungen dagegen wie kaum eine andere ist die von Lugg (5) angegebene 
Methode zur quantitativen Bestimmung von Cystein. Auch sie benutzt die 
Reduktionswirkungen der SH.-Gruppe, und zwar die Blaufarbung von 
Folins Phosphorwolframsaiurereagens (PW.-Methode). In einem zweiten 
sonst genau gleichen Versuchsansatz aber werden die SH.-Verbindungen 
mittels HgCl, ausgeschaltet, durch Bildung nicht mehr reduzierender 
Komplexe. Die jetzt erzeugte Farbung muB also bei Gegenwart von SH.- 
Verbindungen geringer sein als die des ersten Ansatzes ohne HgCl,, und aus 
der Differenz der beiden Farbungen ist die Menge der SH.-Verbindungen zu 
bestimmen. In eigenen Versuchen wurde festgestellt, daB 1 ccm m/10 
HgCl, bis zu 30mg Cysteinchlorhydrat ausschaltet, da8 also diese Aus- 
schaltung auf der Bildung einer Verbindung R—-S—Hg—S—R beruht. 
In Gegenwart von Natriumsulfit werden auch die SS.-Verbindungen mit 
erfaBt, sie werden vom Na,SO, zu SH.-Verbindungen reduziert und als 
solehe bestimmt. 

In einem 59-cem-MeBkolben werden 20cem KartoffelpreBsatt mit 
4cem 10% igem Natriumwolframat und 4 ccm n Schwefelsiure versetzt, 
nach einiger Zeit wird mit Wasser auf 50 ccm aufgefiillt. Nach 30 Minuten 
wird filtriert. In einem 100-cem-MeBkolben bleiben 14 cem Filtrat, 10 cem 
Citratpuffer, 2cem Acetatlésung, l1eem Sulfitlbsung, 2 ccm Folinreagens 
10 Minuten stehen, werden dann auf 100 cem aufgefiillt und nach weiteren 
10 Minuten kolorimetriert, am besten in einem Photometer durch Messung 
der Extinktion mit einem Spektralfilter 600 my. Ein zweiter Ansatz mit 
l4cem Filtrat usw. erhalt auBerdem noch 1 cem m/10 HgCl,, wird aber 
sonst ebenso behandelt. In Ermangelung eines Photometers kolorimetriert 
man die Farbungen der beiden Ansatze in einem Vergleichskolorimeter 
gegen einen dritten Ansatz mit 0,5 mg Cystin an Stelle des PreBsaftfiltrats 


Tabelle I. Glutathion. 





Farbung (mg-°/) Cystin) 


Sorte Knollenanzah! ———— ————— Differenz 
ohne Hg mit Hg 
Industrie, gesund. . . 12 6,5 5,5 1,0 
krenk ss. 10 6.9 5,8 1,1 
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(ohne HgCl,). In der Tabelle I sind die gemessenen Extinktionen um¢ge- 
rechnet in farbaiquivalente Mengen Cystin, also in die Cystinkonzentration, 
die im PreBsaft vorhanden sein miiBte, um dieselbe Farbung zu erzeugen. 

Der Hauptanteil der Farbung wird also nicht von SH.-Verbindungen, 
sondern von anderen reduzierenden Stoffen geliefert, der Zusatz von Hg Cl, 
vermindert die Farbung nur um einen geringen Betrag, entsprechend 
Il mg-°% Cystin. Da 2,4 mg Glutathion etwa dieselbe Farbung lieferten wie 
1,0 mg Cystin, betrug der GSH.-Gehalt der PreBsiafte also im Mittel 2,5 mg-°,, 
mit Schwankungen der Einzelwerte von 1,2 bis 5,0 mg-°}. Diese Werte 
sind aus methodischen Griinden als Minima!werte anzusehen. 

Die PW.-Methode ist zwar fiir SH. sehr spezifisch, als Differenzmethode 
aber mit erheblicher Fehlerbreite behaftet. Es schien daher angebracht, 
ihre Ergebnisse zu kontrollieren mit einer direkten Bestimmungsmethode. 
Brauchbar war die Nitroprussidreaktion, in der von Bierich und Rosen- 
bohm (6) vorgeschlagenen Form. 

20cem PreBsaft werden mit 5cem */,n Schwefelsiure und 5 ecem 
10% igem Natriumwolframat versetzt und mit 25 g Ammonsulfat 5 Minuten 
lang energisch verriihrt; nach 30 Minuten wird filtriert. 25 cem Filtrat 
werden mit n Natronlauge neutralisiert (etwa 0,7 cem, Lackmuspapier als 
Indikator), 20cem der neutralen Lésung bleiben mit 1 cem n Kalium- 
eyanid (6,595) 90 Minuten Jang stehen, werden dann unter gutem Um- 
schiitteln schnell mit 1! cem 5°%igem Nitroprussidnatrium versetzt und 
sofort photometriert (Spektralfilter 530 my). Die gemessenen Extinktionen 
werden mit Hilfe einer Eichkurve auf mg-° GSH. im Prefisaft um- 
gerechnet, die Eichkurve lieferten GSH.- und Cysteinlésungen, die in gleicher 
Weise mit Ammonsulfat gesattigt wurden. Il mol. GSH. gibt dieselbe 
Extinktion wie 2,18 mol. Cystein. Die GSH.-Konzentration verschiedener 
PreRsafte schwankte zwischen 2 und 4mg-%. Die iiblichen PreBsafte 
enthalten fast ausschlieRlich SS.-Glutathion, das auch bei 24stiindigem 
Stehen des PreBsaftes unter LuftabschluB nicht reduziert wird. 

In guter Ubereinstimmung ergaben also zwei grundsatzlich ver- 
schiedene Methoden einen recht geringen Gehalt der KartoffelpreBsafte 
an Glutathion, 2 bis 5mg-%. Im Durchschnitt aus einer gréBeren 
Anzahl kénnen Abbauknollen wohl etwas héhere GSH.-Konzentra- 
tionen aufweisen als Vitalknollen, diese geringe durchschnittliche Er- 
héhung kann aber bei den groBen Schwankungen der Einzelwerte fiir 
den Stoffwechsel der Knolle keine wesentliche Bedeutung haben. Die 
ersten Versuche zur quantitativen Bestimmung der Ascorbinsaéure in 
den PreBsaften fiihrten zu so geringen Konzentrationen, dab der Verdacht 
nahe lag, daB wahrend der Herstellung der PreBsafte ein groBer Teil der 
Ascorbinsaiure durch die vorhandenen sehr aktiven Oxydasen oxydiert 
worden war. 

Die Hoffnung, dafi der nach Zusatz von HgCl, bei der PW.-Methode 
verbliebene Hauptanteil der Farbung (Tabelle 1, ,,mit Hg**) auf Ascorbin- 
sdure zuriickzufiihren sei, konnte bei der Vielseitigkeit der Methode bald 
widerlegt werden. Die enteiweiften PreBsafte farben das PW.-Reagens 
nur in Gegenwart von Na,SO,, ohne dieses iiberhaupt nicht. Die Farbung 
wird also erzeugt von einer Verbindung, die erst mit Na,SO, reduziert 
werden mu, wm dann ihrerseits das PW.-Reagens zu reduzieren. Unter diesen 
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Bedingungen wird aber z. B. Dehydroascorbinséure nicht von Na, SO 
reduziert, es mu sich also wohl um Chinone oder Melaninvorstufen handeln. 
wahrscheinlich um das Brenzeatechinderivat, das von Szent-Gyérqyi (7 
als notwendiger Bestandteil des Phenolasesystems der Kartoffel beschrieben 
worden ist. Es ist immerhin bemerkenswert, daB die Konzentration dieses 
Phenolasephenols sortentypisch zu sein scheint. Die Zahien der folgenden 
Autstellung sind genau so gewonnen wie die der Tabelle I, ,mit Hg‘*, sie 
sind Mittelwerte aus einer gré8eren Anzahl Knollen. 





Sorte mg-°/,) Cystin Sorte mg-°/) Cystin 
Industrie 5.4 Odenwalder Blaue . . 5,4 
a Meee ge 5,3 POMC. 5k eo 9,1 
Dir. Johannsen . ; 5,7 Magdeburger Blaue. . 9,6 
Parutesia... «ss. 6,6 


Die beiden Friihsorten Erstling und Magdeburger Blaue zeichnen sich 
durch einen besonders hohen Gehalt an Phenolasephenol aus, vielleicht 
bestelht hier ein Zusammenhang mit der erhéhten Stoffwechselleistung der 
Friihsorten. 

Bestimmt man den Ascorbinsduregehalt der itiblichen PreBsifte 
durch Titration mit Jod oder mit Dichlorphenolindophenol, nach Eiweib- 
fallung mit 'Trichloressigséure oder Sulfosalicylsaure, so findet nmin Werte 
von | bis 3mg-%. PreBsaifte mit Blausiurezusatz (0,4cem 65°, iges 
KCN je 10 ccm PreBsaft) geben aber nach einiger Zeit erheblich héhere 
Werte, 8 bis 20 mg %. Das parallele Ansteigen dieser Werte bei der 
Jod- und Farbstofftitration beweist, daB hier Ascorbinsdure oder eine 
ihr sehr ahnliche Substanz neu gebildet worden ist. Leider eignete sich 
diese Beobachtung nicht zu einer quantitativen Auswertung, doch fiihrte 
ihre Deutung (Reduktion der SS.- zu SH.-Verbindungen, die ihrerseits 
erst die Dehydroascorbinséure reduzieren) schlieBlich zu einer brauch- 
baren Methode. 

Von einem PreBsaft wird mit der PW.-Methode die Menge der redu- 
zierenden Substanzen bestimmt, wie oben beschrieben (Zusatz von Na,SO, 
und HgCl,). Ein weiterer Teil desselben PreBsaftes bleibt zunachst 3 Stunden 
mit Cystein (60 bis 70mg auf 20cem PreBsaft) bei Zimmertemperatur 
stehen, dann folgt in genau gleicher Weise dieselbe Bestimmung der redu- 
zierenden Substanzen. Die Differenz der beiden Bestimmungen wird 
verursacht durch die inzwischen abgelaufene Reduktion der Dehydrosiure 
zu Ascorbinséiure. Sie kommt zur Beobachtung und Messung als Erhohung 
der E:xtinktionen der Lésungen. Diese Erhéhung kann dann mit Hilfe von 
Eichkurven in mg-°, Cystin oder direkt in mg-°,, Ascorbinsiure umgerechnet 
werden. 

Tabelle II. Ascorbinsaure. 


Sorte: Parnassia. Zeit: Dezember 1934. Mittelwerte von zwo6lf Knollen. 











Extinktion mg-°/) Ascorbinsdiure 
Herkunft | Differenz ; i taaititaa iliac a 
sofort nach 3 Std. Mittel Grenzwerte 
Gesund. . . | 0,106 0.386 0,280 16 


= 
Krank . . . 0,114 0.417 0.303 18 8—24 
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Der C-Vitamingehalt ist in Wirklichkeit noch etwas héher, da die hier 
verwandte Methode nur die Menge der Dehydroascorbinséiure mi®t, in den 
PreBsaiften aber noch einige mg-°4 Ascorbinsaiure unoxydiert geblieben sind 
und also zu den Werten der Tabelle IT noch zuzureechnen sind. 


Der Ascorbinséuregehalt der PreBsifte muB mit etwa 20 mg-°, als 
recht betrachtlich bezeichnet werden, auch noch verglichen mit dem so 
oft als C-Vitaminquelle zitierten Citronensaft mit seinen 30 bis 40 mg-°. 
Abbauknollen zeigen gegeniiber Vitalknollen eine geringe Erhéhung 
dieses Gehalts, die aber nur im Durchschnitt einer gréBeren Anzahl 
Knollen zum Ausdruck kommt und bei den erheblichen Schwankungen 
der Einzelwerte fiir den Stoffwechsel der Knollen keine Bedeutung 
haben kann. Nach langerer Lagerung sinkt der Ascorbinsauregehalt der 
Knollen ganz erheblich, das bedeutet also eine schwachere Pufferung 
des Zellpotentials. Physiologische und pathologische Stoffwechsel- 
inderungen, die von einer Anderung der Oxydoreduktionen begleitet 
sind, miissen sich also bei lange gelagerten Knollen in erhéhtem Mabe 
auswirken. Das ist auch der Fall. 

In manchen Fallen lat sich die Bestimmung der Ascorbinséiure noch 
etwas einfacher durehfiihren. 50 mg Cysteinchlorhydrat lést man in 15 cem 
PreBsaft und fallt nach 3 Stunden das Eiwei3 mit 1,5 cem 10°,igem Natrium- 
wolframat und 1,5¢em Trichloressigsiure von 30 Vol.-°9. 1l0cem des 
Filtrats neutralisiert man mit 0,8 cem n NaOH und versetzt mit 10 c¢cem 
Citratpuffer vom pu = 5,3, der je 100cem 0,5g¢ HgCl, und 20g NaCl 
enthalt. In dieser Lésung laBt sich jetzt die Ascorbinsaiure mit Dichlor- 
phenolindophenol titrieren ohne St6rung durch die vorhandenen groBen 
Cysteinmengen; alle anderen ahnlichen Methoden versagen bei einem der- 
artigen 40fachen Uberschu8 an Cystein. Sehr st6rend kann nur eine gelbe 
Eigenfarbe des Filtrats werden. 


Die Méglichkeit, die im PreBsaft nach HCN- oder Cysteinzusatz 
gebildete reduzierende Substanz mit Dichlorphenolindophenol zu 
titrieren, macht ihre Identitaét mit Ascorbinsiure wahrscheinlich. 
Bewiesen wird sie durch hier nicht wiederzugebende Versuche mit 
Dehydroascorbinsaure als Zusatz zu KartoffelpreBsaften. Nach weiterer 
Zugabe von Blausiure oder Cystein wird die Dehydrosdure prompt 
reduziert und die PreBsafte zeigen einen entsprechend erhéhten Jod- 
und Farbstoffverbrauch. In erhitzten PreBsaften (15 Minuten bei 100°) 
erfolgt diese Reduktion nicht, auch nicht im Filtrat einer EiweiBfallung, 
schlieBlich wird auch Dehydroascorbinséiure von Cystein allein nicht 
reduziert. Dehydroascorbinséure kann von pflanzlichen Gewebssaften 
enzymatisch reduziert werden. Diese Feststellung kennzeichnet die 
Rolle der Ascorbinsiure im Oxydoreduktionsstoffwechsel der Zelle. 
Die enzymatische und nicht enzymatische Oxydation der Ascorbinsaure 
ist zwar ausfiihrlich untersucht worden. In der lebenden Zelle liegt aber 
das Gleichgewicht zwischen den beiden Oxydationsstufen des C-Vitamins 
weit auf der Seite der Ascorbinsaure, das setzt eine Riickreduktion der 
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Dehydrosdiure voraus, die mindestens ebenso schnell verlauft wie die 
Oxydation der Ascorbinséure. Durch den Nachweis; da auch diese 
Riickreduktion enzymatisch durchgefiihrt werden kann, wird die 
Bedeutung der Ascorbinsdure als Sauerstoffiibertrager des Zellstoff- 
wechsels um vieles wahrscheinlicher und gréBer. 


Kine Reduktion der Dehydroascorbinséure durch tierische Gewebe ist 
von Szent-Gyérgyi (8) beschrieben worden. Es schien sich aber um eine 
rein chemische nichtenzymatische Reduktion durch das in den Geweben 
enthaltene Glutathion zu handeln, da eine derartige Reaktion auch in vitro 
zwischen den reinen Substanzen zu beobachten war. Die Beweiskraft dieses 
Versuchs wird aber dadurch verringert, daB die angewandten Konzentra- 
tionen ganz unphysiologisch hohe waren (600 bis 1000 mg-°%) und dak 
infolge der zur Darstellung der Dehydroascorbinséure gewahlten Methode 
(Oxydation von Ascorbinséure mit Jod) Jodwasserstoff anwesend war, der 
leicht als Katalysator der Reaktion zwischen Dehydroascorbinséiure und 
Glutathion gedient haben konnte. Vom Schardinger-Enzym und von der 
Succinodehydrogenase wurde Dehydroascorbinsiure nicht reduziert. Fiir 
die weiter oben erwihnten eigenen Versuche mit Dehydroascorbinsaiure war 
Ascorbinséure mit Bromwasser oxydiert worden. 

Die Frage nach dem Wasserstoffdonator der enzymatischen Re- 
duktion und nach der Rolle des Cysteins und der Blauséiure kann nicht 
mit Sicherheit beantwortet werden, es kann nur als wahrscheinlich be- 
zeichnet werden, daB die Sulfhydrylgruppe dieser Donator ist, und daB 
die Rolle der Blauséure darin besteht, diesen Donator in rein chemischer 
Reaktion aus den im PreBsaft vorhandenen (s. oben) SS.-Verbindungen 
zu erzeugen und so die Reduktion tiberhaupt erst zu erméglichen. 

Vielleicht besteht die Rolle der SH.-Gruppe auch nur darin, andere 
Wasserstoffakzeptoren (Chinone usw.) in nichtenzymatischer Reaktion zu 
reduzieren und nur die Dehydroascorbinsiure als einzigen H,-Akzeptor 
iibrig zu lassen, auf den jetzt unbekannte Donatoren (Hexosen, Hexose- 
ester, Aldehyde) ihren Wasserstoff itibertragen miissen. Die Rolle der 
SH.-Gruppen und der HCN besteht nicht darin, die Oxydasen zu vergiften 
und damit die Riickoxydation der enzymatisch gebildeten Ascorbinsaéure 
zu verhindern: Auch bei Sauerstoffausschlu8 erfolgt die Reduktion im 
PreBsaft ohne Zuséitze nur sehr langsam; dagegen wird die Entfairbung von 
Methylenblau durch PreBsafte auch bei Sauerstoffausschlu2 noch enorm 
beschleunigt durch einen Zusatz von HCN; schlieBlich wird die Sauerstoff- 
aufnahme eines PreBsaftes durch die in Frage kommenden Cysteinkonzentra- 
tionen nicht aufgehoben, sondern nur auf 60 bis 70° herabgesetzt [Methode 
ahnlich wie in der II. Mitteilung (1)]. 


Nach der oben getroffenen Feststellung, daB in Abbauknollen keine 
Anhaiufung reduzierender Substanzen stattfindet, bleibt fiir deren 
Verhalten nur eine gesteigerte Dehydrogenasetatigkeit als Erklarung 
iibrig. DaB es sich dabei um Oxydoreduktionen innerhalb des Kohlen- 
hydratstoffwechsels handeln wiirde, war eine naheliegende Annahme. 
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Tatsachlich fanden sich schon bei den ersten Tastversuchen so starke 
Veranderungen im Zuckerhaushalt, da deren Sicherstellung in den 
Vordergrund treten muBbte gegeniiber dem urspriinglichen Ziel, der 
Untersuchung der anaeroben Oxydoreduktionen. 


Die Bestimmung der Zucker erfolgte im zentrifugierten PreBsaft 
(10 Minuten bei 3000 Umdrehungen) je einer einzigen, diinn geschalten und 
vollstandig zerriebenen Knolle. Benutzt wurde die Methode von Fujita 
und Jwatake (9), eine verbesserte Hagedorn-Jensen-Methode. Die Eiweib- 
fallung erfolgte nach der Vorschrift der Makromethode, das dabei erhaltene 
Filtrat A wurde noch weiter fiinffach verdiinnt (Filtrat B). 

Reduzierende Zucker. Je nach der zu erwartenden Zuckerkonzentration 
nimmt man 2,5 bis 5,0cem Filtrat B, erginzt mit Wasser zu 15 cem und 
fuhrt die Bestimmung mit 10 cem Reagens A usw. nach Vorschrift aus. 

Gesamtzucker. 2,5 ceem Filtrat B werden mit 2,5 cem Wasser und 5 ecem 
n Salzsiure im siedenden Wasserbad 7 Minuten erhitzt. Danach wird mit 
5cem n Natronlauge neutralisiert und wieder die Zuckerbestitimung mit 
10 cem Reagens A usw. nach Vorschrift durchgefiihrt. 

Durch geeignete Wahl von Filtratmenge und Filtratverdiinnung muB 
dafiir gesorgt werden, da hei der Thiosulfattitration nicht mehr als 89°, 
und nicht weniger als 20% des Blindversuchs verbraucht werden. Die 
Umrechnung der Analysenergebnisse in die Zuckerkonzentration erfolgt wie 
bei den oben genannten Autoren, unter Beriicksichtigung der zusatzlichen 
Verdiinnung. Angegeben wird im folgenden immer mg-°% Zucker (Glucose) 
im PreBsaft. 


red. Z. = reduzierender Zucker, Ges.-Z. = Gesamtzucker, RZ. = Rohr- 
: ee 1000 . (Ges.-Z. — red. Z.) 1000 . RZ. 
zucker. Zuckerwert = ZW. = = . 


red. Z. red. Z. 

Zur Bestimmung der Fructose wurde die Methode von Dische (10) 
etwas abgeindert. Reagens: 0,6 g Diphenylamin (zur Analyse) lésen in 
20cem Propylalkohol (normal) und 20cem 25%ige Salzsiure zugeben. 
Taglich neu bereiten. Reaktion: 1,5 cem der zu untersuchenden Lésung 
(Filtrat A oder entsprechende Verdiinnung davon) werden mit 5,0 ecm 
Reagens in einem 20-cem-MeSkolben im schwach siedenden Wasserbad 
genau 20 Minuten erhitzt, dann sofort abgekiihlt und mit Alkohol auf 20 cem 
aufgefiillt. Die Blaufarbung wird unmittelbar danach mit einem Spektral- 
filter vom Schwerpunkt 530myu in einem Absolutkolorimeter (Leifo) 
photometriert. Bei sehr schwachen Farbungen ist die Verdoppelung des 
Ansatzes (3,0cem Lésung, 10,0 cem Reagens) erlaubt. mg-°% Fructose 
= Extinktion . 37,0 — Konzentrationsbereich 7 (bzw. 3,5) bis 35 mg-%. 

mg-% Glucose 


Korrektur fiir gleichzeitig vorhandene Glucose 30 


Die verwandte Methode der Zuckerbestimmung ist diejenige Blut- 
zuckermethode, die bei relativer Einfachheit die reduzierenden Nicht- 
zucker am vollstandigsten beseitigt. Zur Feststellung, ob dies auch fir 
den hier verwandten pflanzlichen PreBsaft gilt, wurde diese Reduktions- 
methode kombiniert mit einer kolorimetrischen Bestimmung der Fructose, 
also mit einer Methode von ganz anderem Spezifitaétsbereich. Die 
folgende Tabelle zeigt, da die mit den beiden Methoden gewonnenen 
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Werte in einem ganz bestimmten konstanten Verhaltnis zueinander 
stehen, daB also mit der genannten Blutzuckermethode wirklich 
, Zucker“ bestimmt wurden und nicht beliebige andere reduzierende 
Stoffe. 
Tabelle II. Fructoseanteil am Gesamtzucker. 
Cd EiweiBfallung mit Cadmiumsulfat + Natronlauge, W EiweiSfallung 
mit Natriumwolframat —+- Schwefelsaure. 





Fructose 





Sorte Red. Z. Ges.-Z. D 
roh korr. 
Eretlng ..... Cd 762 909 525 513 +6 
" Cd 2370 3800 2000 1940 +1 
Industrie. . ... Cd 2333 5100 2560 2475 —1,5 
‘i ES rial Ne W 2476 5584 3000 2914 +2 
Cd 1535 2461 1360 1324 +4 
es ed aeitees Ww 1722 2694 1515 1475 +5 
si arent SSS Cd 415 930 475 | 460 et OED 
P gaa er tere WwW 641 1219 567 | 545 — 5,5 
" ree ae Cd 1508 2062 1192 | 1152 +6 
Parnassia. . ... Cd 475 840 384 369 —6 
as Se ea ees Cd 779 1161 610 | 592 +1 
eS ek Saas ens Cd 460 770 365 352 — 45 
- Cd 920 1166 582 511 6 
aor Se era Cd 1620 1752 851 | 821 —é 
Wohltmann. ... Cd 745 1200 611 591 —1 
5 i tees Cd 910 1400 712 | #689 —1 
x ao ies Cd 840 1190 638 620 +2 


| — Mittel: — 0,1 


Die Fructosekonzentration betragt also unter den verschiedensten 
Bedingungen die Halfte der Gesamtzuckerkonzentration. Anschaulich 
macht das die Spalte D der Tabelle, die angibt, um wieviel % das 
Verhaltnis korr. Fructose : Gesamtzucker von dem Durchschnittswert 
50% abweicht. Da diese Abweichungen auch bei stark wechselnden 
Verhaltnissen red. Z.: RZ. sehr klein bleiben, mu man annehmen, dab 
sowohl der reduzierende wie auch der nichtreduzierende Zucker je zur 
Halfte aus Fructose und Glucose bestehen, daB also der nichtreduzierende 
Zucker Rohrzucker ist, und daB im reduzierenden Zucker Glucose und 
Fructose im selben Verhaltnis vorhanden sind, wie es zur Synthese von 
Rohrzucker notwendig ist. Auf die Bedeutung dieser Tatsache fiir den 
Mechanismus des Zuckerabbaues wird noch einmal hinzuweisen sein. 

In der I. Mitteilung (11) ist darauf hingewiesen worden, daB die 
absoluten Konzentrationen der Zucker in den PreBsaiften starken 
Schwankungen unterliegen, so da Beziehungen zum Gesundheits- 
zustand der Knolle nur selten zu erkennen sind. Das Verhaltnis 
RZ.: red. Z., der Zuckerwert, ist sehr viel unabhangiger von diesen 
Schwankungen und ist sehr viel mehr an die Vitalitat der Knollen 
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gebunden; die Zuckerwerte abbaukranker Knollen sind héher als die 
gesunder. In der Tabelle IV sind fiinf Herkiinfte der Sorte Parnassia in 
der Reihenfolge angefiihrt, daB 1 die erfahrungsgemaB beste, ge- 
siindeste Herkunft ist, V die schlechteste, am starksten abgebaute. 


Tabelle IV. 
Sorte: Parnassia. Zeit: Marz 1934. 





Mittelwerte 


Herkunft Knollenzahl Red. Z. 
Ges.-Z. RZ. ZW. 
Rs oe es 9 880 1150 270 315 
) Oe Coa 9 960 1360 400 437 
Sc ee 9 1310 2190 880 667 
(Sa EY 9 880 1500 620 700 
re ied 9 610 * 1070 460 760 


Die Zuckerwerte (ZW.) steigen mit steigendem Abbaugrad. Zu 
einer genaueren Charakterisierung reichen aber solche Mittelwerte 
allein nicht aus. Eine einzige Knolle von extrem hohem ZW. kann den 
Mittelwert ebenso erhéhen wie zwei bis drei Knollen von niedrigerem 
ZW.:; praktisch interessiert aber gerade die Anzahl kranker Knollen in 
einer Herkunft. Ein Ausweg ergab sich hier auf Grund der Beobachtung, 
daB eine gesunde Herkunft eine viel geringere Streuung der Zuckerwerte 
der einzelnen Knollen zeigt als eine kranke Herkunft, so als ob einer 
gesunden Knolle ein ganz bestimmter, und zwar nicht beliebig kleiner 
ZW. zukime. Es wurde daher eine bestimmte Grenze der ZW. (@) 
festgesetzt mit 40°, iiber dem Mittelwert der besten, gesunden Herkunft 
und nun bei dieser ebenso wie bei den kranken Herkiinften die Zahl der 
Knollen festgestellt, deren ZW. iiber dieser Grenze lagen. So ergab sich 
die Zahl KZ, die angibt, wieviel °, der untersuchten Knollen tiber 
dieser Grenze liegen. Die Festsetzung der Grenze @ ist willkiirlich 
und nicht einmal fiir alle Sorten gleich richtig. Solange man sich aber 
vor Augen halt, daB die Zahlen G und KZ nur ein Hilfsmittel sind zur 
besseren Darstellung eines sonst allzu umfangreichen experimente!len 


Tabelle V. 
(Sorte und Zeit wie bei Tabelle IV.) 





Potentialmethode 


Herkunft ZW. G KZ siidiascetaleiage 
krank | °%/9 kritisch °') gesund 
Perea 315 440 11 9 39 52 
| Se ae 437 44 24 29 47 
| re 667 67 56 29 15 
i rae 700 89 43 40 17 
Woe 760 89 76 22 2 
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Materials, kénnen Einwande gegen ein derartiges Verfahren nicht 
gemacht werden. 

Das Ansteigen der Zuckerwerte und der KZ-Zahlen von I bis V 
entspricht sowohl den mit den Anbauorten gemachten Erfahrungen als 
auch den Werten der Potentialmethode, die ich der Liebenswiirdigkeit 
des Herrn Wartenberg verdanke. Allerdings muB dazu gleich gesagt 
werden, daB ein solches Parallelgehen von Zuckerwerten und Potential- 
werten bei mittleren und geringen Erkrankungsgraden nicht immer 
vorhanden ist. 

Irgendwelche Unterschiede zwischen Vital- und Abbauknollen zu 
finden, ist nun verhaltnismaBig leicht, solche Feststellungen erlangen 
aber erst dann theoretische und praktische Bedeutung, wenn es sich 
um konstante, eindeutige Veranderungen handelt. Fiir die eingehende 
Priifung dieses Umstandes stellte Herr Wartenberg wie immer in zuvor- 
kommender Weise sein reiches Kartoffelsortiment zur Verfiigung, wofiir 
ihm auch an dieser Stelle bestens gedankt sei. 


Tabelle VI. Zuckerwerte verschiedener Sorten. 
+ = gesunde Herkunft, —- = kranke Herkunft, + — = Anbau erstes Jahr 
in gesunder Lage, zweites Jahr und Ernte in Abbaulage. MM = Zahl der 
untersuchten Knollen. 





Sorte und Herkunft | Zeit | M | 7. sa RZ. | ZW. | KZ 
Industrie, +... ...| IL.84, 9/ 1190/1360! 170) 142) 22 
™ while: sie HA a 9 7101000, 290) 435 89 
. +......4i V.84, 6/1020) 1170} 150| 170) — 


sh ae ee * 6) 605 825! 220) 330 — 
Odenwilder Blaue, +++ . XII.34 10 310) 690) 380 1470 20 


* » tt. - 10 113) 3880) 268 2840 80 

” » ttt. 11.35 10 330 750! 420 1370 20 

a . oo . i 10 150 540! 890 2700 89 

ff , oco-o. FE 10! 170 480 310 2100 60 
Wohltmann, ++ .... =XI.34 10) 650, 990, 340 580. 10 
‘“ ——.... a 10 105, 370 265 2630 100 
Erstling, ++ ... ..  XI.34 10, 180 350 170'1070 10 
és geen! Se ge ‘s 10 130; 320 190'1590 60 
Parnassia, ++ ..... I.35 10 650, 950 300 670 40 
" ——..... " 10 320, 690! 370 1280 70 
Industrie, ++ ..... 11.35 10 790 1070 280 380 20 
a“ - te a ee m 10 720'1240; 520 790 90 

m +t+—.... . 10 590 990) 400 970. 80 

Dir. Johannsen, ++ .. 1.35 10 940 1160) 220 255 20 


” ss sees - 10 510, 9380; 420 940 100 
; —— .. 5 10 620 1020) 400 770 80 
11.35 10 1050 1500) 450 484 70 

10, 700 1080) 380 5590 90 


} 
~~ 


Odenwialder Blaue, + . VI. 34 6 2150 6980 | 4830 2040; — 3 Monate 
" es * 6 1580 5950 4370 3220 — {| Lagerung 
Magdeburger Blaue, + . 6 4590 5810 1220 270 — raom. 
z : bie 6 3030 4110/1080 3880 — ? (00 bis 20) 
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Mit diesem Zahlenmaterial soll nur bewiesen werden! da nach 
langerer Lagerung unter vollig gleichen duBeren Bedingungen mindestens 
wahrend der Winterruhe, bei einigen Sorten vielleicht auch noch wesent- 
lich langer, eine Abbauknolle einen héheren Zuckerwert zeigt als eine 
gesunde Knolle und daB hier eine wesentliche und konstante Stoff- 
wechselinderung vorliegt. DaB ein so labiler Mechanismus wie der 
Kohlenhydratstoffwechsel der Knolle auch noch von anderen Faktoren 
auBer dem Faktor Abbau beeinfluBt werden kann, so daB die Aus- 
wirkungen dieses einen Faktors nur bei vélliger Gleichheit aller anderen 
Faktoren zu sehen sind, ist selbstverstindlich. Ob durch geeignete 
Vorschriften fiir Lagertemperatur, Lagerdauer, KnollengréBe, Unter- 
suchungszeitpunkt usw. die Bestimmung der Zuckerwerte einmal zu 
einer Diagnosemethode des Abbaues ausgebaut werden kann, ist zunidchst 
nicht zu entscheiden. Vorlaufig erscheint eine weitere systematische 
und vergleichende Untersuchung des normalen und _ pathologischen 
Stoffwechsels noch dringlicher und ertragreicher. 

Unter bestimmten Bedingungen sind die Zuckerwerte jetzt schon 
recht gut verwertbar. Das zeigte sich an einem Kartoffelmaterial, das 
von Herrn Reg.-Rat Dr. Adhler aus einem seiner Infektionsversuche 
freundlichst zur Verfiigung gestellt worden war. Vorgekeimtes Original- 
saatgut der Sorte KI. Sp. Wohltmann wurde einer Infektion mit Blatt- 
rollvirus ausgesetzt, mit Myzus persicae als Ubertrager ; ein anderer Teil 
des Saatgutes blieb als Kontrolle unbehandelt. Beide Teile wurden im 
Friithjahr 1935 je zur Halfte an zwei weit auseinanderliegenden Stellen, 
MA (bei Berlin) und ME (Prignitz), ausgepflanzt. Einzelheiten der 
Versuchsanstellung wird Herr Kéhler an anderer Stelle mitteilen. Von 
den im Herbst geernteten Knollen wurden die Zuckerwerte bestimmt, 
gleichzeitig mit den in der Tabelle VI wiedergegebenen Zuckerwerten 
einer gesunden und einer stark abgebauten Herkunft, die iibrigens die 
besondere Eignung der Sorte fiir diesen Versuch beweisen. 


Tabelle VII. Infektion mit Blattrollvirus. 
Sorte: Kl. Sp. Wohltmann. Zeit: November 1934. Mittelwerte von je 
zehn lXnollen. 





Red. Z. Ges.-Z. RZ. ZW. AZ 

ME, nicht infiziert . . . 530 950 420 877 20 
a 540 1020 480 1290 40 
MA, nicht infiziert . . . 520 800 280 867 20 
i, MES ce 270 500 230 1560 70 


An beiden Anbaustellen haben die infizierten Knollen hoéhere 
Zuckerwerte und hodhere KZ-Zahlen als die nichtinfizierten. Das 
beweist, daB eine Virusinfektion allein und primar dieselben Stoff- 
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wechselanderungen erzeugen kann, die bei Abbauknollen zu_ beob- 
achten sind. 

Ks ist sehr wahrscheinlich, daB die Erhéhung der Zuckerwerte ein 
Ausdruck der erhéhten Atmung ist, genauer gesagt zundchst der er- 
héhten Kohlenséiureproduktion. Da aber aus einer Bemerkung von 
Barker (12) hervorgeht, daB bis zu den héchsten Atmungswerten kalte- 
gereizter Knollen der respiratorische Quotient 1 bleibt, so soll weiterhin 
der kiirzere Ausdiuck Atmung beibehalten werden. Ob allerdings auch 
bei stark abbaukranken Knollen der Respirationsquotient noch 1 ist, 
ware erst festzustellen. 

Dieser Zusammenhang zwischen Zuckerwert und Atmung ist zuerst 
rein empirisch erschlossen worden. Aus der Beobachtung, daB blattroll- 
virusinfizierte Knollen eine starkere Atmung zeigen als normale Knollen, 
schloB Whitehead (13) in Analogie zu dem Verhalten unreifer Knollen die 
bei ebenfalls erhéhter Atmung einen erhéhten Zuckerwert zeigten —, daB 
auch diese infizierten Knollen einen erhéhten Zuckerwert zeigen miifiten. 
Die vorliegende Arbeit, die ohne Kenntnis dieser Folgerung zum selben 
Ergebnis kara [siehe I. Mitteilung (11)], rechtfertigt eine derartige Be- 
trachtungsweise. 

Der Zusammenhang zwischen Atmung und Zuckerwert la8t sich aber 
auch gut theoretisch begriinden. Es ist auffallig, daB im KnollenpreBsaft das 
Verhaltnis von Glucose zu Fructose fast inimer gleich hoch ist, 1: 1, unab- 
hangig von den absoluten Konzentrationen der Zucker, obwohl doch die 
Hydrolyse der Starke nur zu Glucose fiihren kann. Es besteht offenbar 
eine Reaktion, die ein Gleichgewicht zwischen Glucose und Fructose einstellt, 
und zwar ist fiir eine solche Isomerisierung die Bildung und der Zerfall von 
Zuckerphosphorsaureestern schon 6fter verantwortlich gemacht worden. 
Die Isomerisierung eines Glucoseesters zu einem Fructofuranoseester kann 
iiber einen Enolester gehen (14), kann aber auch als eine Folge von Pinako- 
iinumlagerungen betrachtet werden, ebenso wie die Umlagerung Caimphen- 
hydratester < Isobornylester. 

Hier wie dort ist das Ergebnis eine Ringisomerisierung mit gleich- 
zeitiger Wanderung eines Acylrestes vom wasserstoffarmeren zum wasser- 
stoffreicheren C-Atom. Es erscheint nicht unméglich, daB eine Kette der- 
artiger Acylwanderungen von der d-Reihe in die |-Reihe fiihrt, ebenso wie 
dies bein: Campherskelett moéglich ist (15). In diesem Falle kénnte ein 
elegantes Schema fiir die Bildung der bekanntlich der l1-Reihe angehsrenden 
Ascorbinséiure aus den d-Zuckern gegeben werden. 

Von diesem Fructofuranosemono- oder -diphosphat zweigen drei Reak- 
tionswege ab: erstens die Dephosphorylierung, die zunachst die Fructo- 
furanose und dann die gewéhnliche Gleichgewichtsfructose liefert. Das ist 
die Endstufe der Umlagerung Glucose < Fructose. Ein zweiter Weg ist 
die Umsetzung des Fructoseesters oder der aus ihm gebildeten Fructo- 
furanose mit Glucose oder einem ihrer Phosphorsdureester zum Disaccharid 
Rohrzucker. Die dritte Reaktion ist die Spaltung des Hexosediphosphats 
in 2 Molekeln Triosephosphat. Diese Triosenhosphate miissen aber als das 
Substrat der Atmung angesehen werden, gleichgiiltig, ob ihre Oxydo- 
reduktion aerob oder zunidchst anaerob verliuft. Die beiden Vorgange 
Rohrzuckersynthese und Atmung sind so gekoppelt durch die Phosphory- 
lierung der Monosen. Die folgende Betrachtung der Zuckerveratmung und 
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ibrer BeeinfluBbarkeit ist absichtlich stark schematisiert, um picht durch 
Anfiihrung vieler Reaktionen und Relationen allzu spekulativ zu erscheinen. 

Eine wesentliche Erhéhung der Monosen-Konzentration wird also 
entsprechend dem Massenwirkungsgesetz diese Phosphorylierung begimsti- 
gen, die Dephosphorylierung hemmen und damit die Lebensdauer der 
Hexosephosphatmolekel verlangern. Das bedeutet aber eine Erhéhung der 
Konzentration der allein zur Rohrzuckersynthese verwendbaren Fructo- 
furanose und damit eine Verschiebung des Gleichgewichts Glucose + Fruc- 
tose Rohrzucker + H,O nach der Seite des Rohrzuckers. Die Rohr- 
zuckersynthese und nach dem vorhin Gesagten auch die Atmung miissen 
also in verstarktem Umfange ablaufen, solange, bis die erhéhte Zucker- 
konzentration durch die erhéhte Atmung wieder aufgezehrt ist. St6rungen 
und Anderungen der Oxydoreduktionen und des. Zellpotentials sind nicht 
zu erwarten, da es infolye des Gleichgewichts Hexosephosphat [2 Triose- 
phosphat nicht zu einer erheblichen Anhaufung von Triosephosphaten 
kommen kann, diese vielmehr nur nach MaBgabe thres Verbrauchs durch 
die vorhandenen Wasserstoffakzeptoren nachgebildet werden. Dieser 
erste Typus der Atmungssteigerung ist also charakterisiert durch erhéhte 
Rohrzuckerkonzentration, geringere Konzentrationserhéhung der Monosen, 
normale Oxydoreduktionen. Die Zuckerwerte sind erhéht allein durch die 
erhéhte Rohrzuckerkonzentration. 

Verwirklicht wird dieser Fall bei der Kaltereizung und bei der chemischen 
Reizung der Kartoffelknolle. 

Tabelle VIII. 
Kaltlagerung 3 Wochen bei 0 bis 2°. Begasung mit Athylenchlorhydrin 
nach Denny (16). Mittelwerte von 6 bzw. 10 Knollen. 





red. Z. Ges.-Z. RZ. ZW. 

Industrie, unbehandelt . . 1020 1170 150 170 
»,  kaltgelagert. . 1280 2700 1430 1260 
Parnassia, unbebandelt . . 700 1040 340 560 
: begast . ... 920 2000 1080 1440 


Ahnliche Folgen wird auch die Erhéhung der Phosphat-Konzentration 
haben miissen. Auch dabei werden die Phosphorylierung, die Rohrzucker- 
synthese und die Monosenspaltung usw. begiinstigt sein, nur mit dem einen 
Unterschied, da8 durch die erhdhte Atmung die Konzentration der redu- 
zierenden Zucker vermindert sein muB. Bei diesem zweiten Typus sind die 
Zuckerwerte erhéht durch Erhéhung der Rohrzuckerkonzentration und 
Verminderung der Monosenkonzentration. 

Ein wesentlich anderer, dritter Typus ist dann vorhanden, wenn die 
Atmungssteigerung bedingt ist durch eine beschleunigte oxydoreduktive 
Umsetzung der Trioseester (infolge Vermehrung der Menge oder der 
Aktivitaét der Dehydrogenase, infolge Vermehrung des Co-Ferments usw.). 
Die verstarkte Atmung muB auch hier die Konzentration der Monosen ver- 
mindern, die Konzentration des Rohrzuckers kann unverandert bleiben oder 
etwas sinken, da die Phosphorylierung kaum verindert sein wird und die 
Lebensdauer der Hexosephosphate eher vermindert ist. Der Wasserstoft- 
druck ist erhéht, das Zellpotential bei nicht geniigender Sauerstoffzufuhr 
erniedrigt ; daB dieser Umstand zu einer weiteren Verminderung der Monosen 
fiihren kann, wird spater noch zu erwahnen sein. Die Zuckerwerte sind 
erhéht allein durch Verminderung der Monosenkonzentration. 
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Dem zweiten und dritten Atmungstyp begegnet man bei abbaukranken 
Knollen. Da®B bei Abbauknollen die Voraussetzung des zweiten Typs oft 
gegeben ist, naimlich die Erhéhung ler Konzentration des anorganischen 
Phosphats, wird in einer spateren Mitteilung gezeigt werden. Einen erhéhten 
Gesamtphosphatgehalt der Abbauknolle hatten schon Marx und Merken- 
schlager gefunden (17). Vielleicht ist die Erhéhung der Phosphatkonzentra- 
tion nur die Folge einer allgemeinen Erhéhung der Salzkonzentration, wie 
sie von der Theorie des ékologischen Abbaues gefordert werden kann und 
von Wartenberg (18) im Falle des Kalis auch wahrscheinlich gemacht worden 
ist. Da® anderseits eine Virusinfektion den Oxydoreduktionsstoffwechsel 
der Zellen verandern und so den dritten Atmungstyp erzeugen kann, ist 
leicht méglich, unabhangig davon, ob das betreffende Virus ein Lebewesen 
oder ein Ferment ist. Eine Untersuchung, ob die pflanzenpathogenen Viren 
ebenso spezifische Fermente (Dehydrasen, Phosphatesen usw.) sind, wie es 
der von Schiler (19) untersuchte Colibakteriophage zu sein scheint, ist 
deshalb notwendig und in Aussicht genommen. 

Als Beispiel fiir den zweiten Atmungstyp kénnte aus der Tabelle V1 
das Verhalten der Sorten Industrie, Dir. Johannsen und bei geringen Abbau- 
graden auch der Sorte Parnassia angefiihrt werden. Ein Beispiel fiir den 
dritten Typus gabe z. B. die Sorte Wohltmann. Dab fiir den zweiten und 
dritten Typus nicht so klassisch schéne Beispiele beigebracht werden wie 
fiir den ersten Typ, kann daran liegen, daB reine Formen des 6kologischen 
und des infektidsen Abbaues selten sind. Leider konnten bisher Versuche 
mit der Sorte Magnum bonum, die anscheinend eine besonders empfindliche 
physiologische Konstitution besitzt, noch nicht durchgefiihrt werden. Im 
iibrigen soll dieser Zuordnung von Atmungstyp und Abbauursache nur der 
Wert einer Arbeitshypothese zugebilligt werden. 

Es ist bisher versucht worden, die Erhoéhung der Zuckerwerte bei 
kranken Knollen zu erkliren durch Faktoren, die am Ende des Kohlen- 
hydratstoffwechsels, bei der Zuckerspaltung, angreifen. Es laBt sich aber 
zeigen, daB die bei kranken Knollen so konstante Veranderung der Oxydo- 
reduktionen sich auch am Beginn des Kohlenhydratabbaues, bei der 
Starkehydrolyse, auswirken kann, und zwar ebenfalls im Sinne einer Er- 
héhung der Zuckerwerte. 

Weiter oben ist auf die betrachtliche Ascorbinsiiurekonzentration der 
KartoffelpreBsifte aufmerksam gemacht worden. Die Rolle der Ascorbin- 
siure als Sauerstoffiibertrager bedingt aber wenigstens an gewissen Zellen 
oder Zellorten die Einstellung eines Gleichgewichts zwischen ihren beiden 
Oxydationsstufen, zwischen Ascorbinsiiure und Dehydroascorbinsaure. 
Eine Verstarkung der Reduktionen, eine Erniedrigung des Zellpotentials, 
mu dieses Gleichgewicht verschieben zugunsten der Ascorbinsaure. Eine 
derartige Verschiebung des Verhaltnisses Ascorbinsaéure : Dehydroascorbin- 
siure kann aber nicht ohne EinfluB bleiben auf die Tatigkeit der Amylase. 

Die Kartoffelamylase besteht, wie auch einige andere Amylasen, aus 
zwei Komponenten, «- oder Dextrinogen- und /}- oder Saccharogenamylase. 
Purr (20) berichtete erst vor kurzem iiber die Beeinflussung tierischer und 
pflanzlicher Amylasen durch das Redoxsystem Ascorbinséure; diese Ver- 
suche sind besonders beachtenswert dadurch, daB wahrend der Starke- 
spaltung dieselbe Ascorbinsdurekonzentration wirksam war, die auch in 
KartoffelpreBsdjten zu finden ist, namlich 15 mg-%. Das Ergebnis war, 
daB f-Amylasen von Ascorbinsaure gehemmt werden, «-Amylasen nicht; 
umgekehrt werden «-Amylasen von Dehydroascorbinsiure gehemmt, 
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f-Amylasen nicht. Hat also eine Erniedrigung des Zellpotentials eine Ver- 
schiebung des Verhaltnisses Ascorbinséiure : Dehydroascorbinsaure zur Folge 
zugunsten der ersteren, so ist dies gle:chbedeutend mit einer Hemmung der 
B-(Saccharogen)-Amylase und einer Enthemmung der «-(Dextrinogen)- 
Amylase: die Hydrolyse der Starke wird beim Zwischenprodukt Dextrin 
abgebremst auf Kosten der Zuckerbildung. Abbauknollen mit ihrer starken 
Reduktionskraft miissen also eine Vergr6Berung des Verhaltnisses Dextrin 
: Zucker zeigen. Diese Forderung findet ihre Bestatigung durch die Ergeb- 
nisse von Ruhland und Wetzel (21) und von Hartisch (22). Die verminderte 
Bildung von Glucose ist dann ein weiterer Grund fiir die Erhéhung der 
Zuckerwerte beim dritten Atmungstypus: die Monosen werden einerseits 
schneller veratmet, anderseits langsamer nachgeliefert; daher die oft sehr 
geringe Konzentration der red. Z. 

Sieht man also die Veranderungen der Oxydoreduktionen &ls primar 
an, als verantwortlich fiir die verschiedenen Stoffwechselst6rungen, so 
ergibt sich eine Hypothese von groBer Tragfihigkeit und Reichweite. Mit 
ihrer Hilfe laBt sich der Ausfall aller Reaktionen deuten, die so konstant 
sind, daB sie allenfalls als Diagnosemethoden des Abbaues in Frage kamen 
(Potential; Methylenblauentfarbung; Kupferblechprobe; Dextrinwert; 
Zuckerwert). 

Bei der Betrachtung der Zuckerspaltung ist eine Voraussetzung still- 
schweigend gemacht worden: die Anwesenheit einer phosphorylierenden 
und dephosphorylierenden Esterase. Tatsiachlich findet sich im Knollen- 
preBsaft eine Phosphatase von so erheblicher Aktivitat, daB die PreBsifte 
die phosphatatische Wirkung von Nierenautolysaten erreichen. Da Angaben 
iiber diese Kartoffelphosphatase in der Literatur anscheinend nicht vor- 
handen sind, wird iiber ihre Eigenschaften demnachst berichtet werden. 


Zusammenfassung. 


In KartoffelpreBsaften betragt die Glutathionkonzentration 2 bis 
5 mg-%, die Ascorbinséurekonzentration 15 bis 20 mg-%. In PreBb- 
siften abbaukranker Knollen ist eine Erhéhung dieser Konzentrationen 
nicht zu erkennen, die erhéhte Reduktionskraft solcher Knollen muB 
also auf eine erhéhte Dehydrogenaseaktivitat zuriickgefiihrt werden. 

Die enzymatische Hydrierung von Dehydroascorbinséure wird 
beschrieben, auf ihre Bedeutung fiir die Rolle des C-Vitamins als Sauer- 
stoffiibertriger wird hingewiesen. 

In PreBsiften von Abbauknollen wie von kiinstlich blattrollvirus- 
infizierten Knollen ist das Verhaltnis Rohrzucker : red. Zucker, der 
,Zuckerwert'', erhéht. Die Erhéhung kann verursacht sein sowohl 
durch Erhéhung der Rohrzucker- wie auch durch Verminderung der 
Monosenkonzentration. 

Es wird gezeigt, daB die Verminderung der Monosenkonzentration 
und die Erhéhung der Dextrinkonzentration in Abbauknollen verursacht 
sein kann durch verstarkte anaerobe Oxydoreduktionen, Erniedrigung 
des Oxydationspotentials der Zelle und Verschiebung des Gleich- 
gewichts Ascorbinsaure : Dehydroascorbinsaure. 
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Zur Kenntnis des natiirlichen Papain-Aktivators. 
Von 
Wolfgang Grassmann?}. 
(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissen- 
schaften in Miinchen und dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Lederforsehung 
in Dresden.) 


(Eingegangen am 26. Mai 1935.) 


Vor einigen Jahren habe ich angegeben, daB in Papainpraparaten 
eine schwefelhaltige Verbindung vorkommt, die unter dem EinfluB von 
HCN in eine SH-Verbindung von phytokinaseartiger Wirkung iiber- 
geht®. Diese Annahme wurde vor allem dadurch gestiitzt, daB SS- 
Glutathion durch HCN zum Thiol reduziert wird und ferner in allen 
untersuchten Papainpraparaten ein auffallend hoher S-Gehalt zu finden 
war. Diese Vorstellung ist dann in neueren Arbeiten, die wir besonders 
E, Maschmann® und Th. Bersin? verdanken, eingehend experimentell 
geprift und erweitert worden. Es ergab sich eine Bestatigung des Grund- 
gedankens, der dann dahin entwickelt wurde, daB Th. Bersin® fiir die 
aktive Gruppe des Enzyms Thiolnatur postulierte. 

Im Rahmen dieser Forschungen ist von EF. Maschmann® in einer 
griindlichen Untersuchung erértert worden, welche Rolle fiir die Pro- 
teolyse ein ,,Begleitstoff X‘* spielt, der Papainpraparaten durch wiisseri- 
gen Alkohol entzogen werden kann. Der Verfasser kommt zu dem Er- 
gebnis, daB der ,,Begleitstoff X‘* mit SS-Glutathion nicht identisch ist, 
aber ein noch unbekanntes disulfidhaltiges Polypeptid sein kann’. 

Auf Grund von Alteren Ergebnissen, deren Mitteilung  bisher 
zurickgestellt worden ist, ist es mir méglich, gleichfalls tiber einen 
Begleitstoff des Papains zu berichten, der zwar ,,ein disulfidhaltiges 
Polypeptid“ darstellt, sonst aber mit dem chemisch kaum gekenn- 
zeichneten ,,Begleitstoff X‘‘ von Maschmann nicht identisch zu_ sein 
scheint®. Es diirfte férderlich sein, nunmehr unsere Kenntnisse tiber 
Natur und Eigenschaften dieses Begleitstoffes mitzuteilen. 

Die von uns gepriiften Handelspriparate des Papains zeigten einen 
Schwefelgehalt von 1,8 bis 2,9°%, wovon allerdings ein erheblicher Teil 


1 Den Herren G. Auerbach, H. Eibeler u. H. Schleich habe ich fiir ihre 
Mithilfe bei dieser Arbeit zu danken. — ? W. Grassmann, Zeitschr. f. angew. 
Chem. 44, 105, 1931. — * Zeitschr. f. physiol. Chem. 228, 141, 1934; diese 
Zeitschr. 277, 97, 1935; u.a. a. O. 4 Literatur siehe bei Th. Bersin in 
Nord-Weidenhagen, Ergebn. d. Enzymforsch. 4, 68, 1935. — ° Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 233, 59, 1935 u. friiher. — ® Ebenda 228, 141, 1934. — 
7 E. Maschmann, diese Zeitschr. 277, 97 u. zwar 111, 1935. — § Vgl. 
Maschmann, |. c. 6, 1768. 
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in anorganischer Bindung vorlag. Nach der Behandlung mit Reduktions- 
mitteln (SO,, H,S, TiCl,, Mg + Essigsiure, Zn + Salzsiiure, HCN) 
wurde in allen Fallen eine starke Reaktion auf SH-Gruppen mit Nitro- 
prussidnatrium erhalten. Diese Befunde lieBen zu der Ansicht kommen, 
daB in den vorliegenden Papainpraparaten eine organische Disulfid- 
verbindung vorhanden ist. 

Nach einer privaten Mitteilung von E. Waldschmidt-Leitz, fiir die 
wir auch an dieser Stelle bestens danken, ist eine schwefelhaltige Begleit- 
substanz des Papains, nach vorausgegangener Reduktion mit H,S, auf 
Grund ihrer Léslichkeit in 70%igem Alkohol, vom Enzym weitgehend 
abzutrennen. Aus einem solchen alkoholischen Extrakt kann der 
Aktivator mit Hg-Salzen bei py 5 vollstandig niedergeschlagen werden, 
was an sich den Eigenschaften des Glutathions entspricht!. Es ist uns 
jedoch auch in vielfach wiederholten Versuchen nicht gelungen, aus der 
nach der Zerlegung des Hg-Salzes erhaltenen Aktivatorfraktion das 
Cuprosalz des Glutathions abzuscheiden, was in zur Kontrolle an- 
gesetzten Zusatzversuchen immer moéglich war. Wir kamen so zu der 
Uberzeugung, da8 die Aktivatorlésung kein Glutathion enthalten kann. 
Es gelang uns gleichfalls nicht, aus der Lésung durch Einengen oder 
Fallung irgendeinen kristallisierten Kérper zu isolieren. Wir beschlossen 
daher, die eingedampfte Lésung mit Salzsiure zu hydrolysieren. Die 
Aufarbeitung des Hydrolysats lieferte dann durch fraktionierte Kristalli- 
sation Cystin- und Glutaminséurechlorhydrat (auf Cystein berechnet in 
aquivalenter Menge) in einer Ausbeute, die 50% des vorhandenen 
organisch gebundenen Schwefels entsprach. Aus der Restlésung ver- 
suchten wir, durch Esterdestillation Monoaminosauren zu erhalten. 
Es erwies sich jedoch als unméglich, sowohl aus dem rohen Gemisch 
der Esterchlorhydrate, als auch aus den ersten Fraktionen der Ester- 
destillation, nennenswerte Mengen Glykokoll zu erhalten. Die molaren 
Mengen des erhaltenen Cysteins und Glykokolls verhalten sich vielmehr 
wie 6:1. Da aber gerade die Isolierung des Glykokolls nach Kontroll- 
versuchen in guter Ausbeute hatte méglich sein sollen, wird in Wirklich- 
keit das Verhaltnis beziiglich des Glykokolls noch unginstiger sein. 
Tyrosin, Tryptophan, Arginin und wohl auch Prolin sind gema& dem 
negativen Ausfall entsprechender qualitativer Proben abwesend. Es 
ergibt sich hieraus, daB die gewonnenen Aktivatorfraktionen aus 
Papainpraparaten mindestens zum wesentlichen Teil aus einem oder 
mehreren Cystein-Glutaminsaurepeptiden bestehen. Glutathion diirfte 
in ihnen in wesentlichem Umfang nicht vorhanden sein. 

Es sei noch bemerkt, da8 auch aus dem frischen Milchsaft einer Papaya- 
frucht kein Kupfersalz des Glutathions gewonnen werden konnte, obgleich 


1 F.G. Hopkins, J. of biol. Chem. 84, 269, 1929. 
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nach der Starke der Nitroprussidreaktion eine zur Erkennung_ ge- 
niigende Menge Glutathion zu erwarten gewesen wire. Es ist daher 
kaum anzunehmen, daB das von uns verarbeitete Papainpraparat 
bei der technischen Aufarbeitung bereits eine Zersetzung erlitten haben 
kénnte. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danke ich ergebenst 
fiir die Unterstiitzung dieser Arbeit. 


Experimentelles. 
1. Abtrennung des Aktivators vom Papain. 


50 g Papain (Wallerstein), mit einem S-Gehalt von 1,98°), werden in 
500 cem Wasser gelést. Es wird vom ungelésten Eiwei8 abzentrifugiert 
(5 bis 6g). pu der Lésung = 5,3. Die Nitroprussidreaktion war auBerst 
schwach. Mit HCN verstarkt entsprach sie, nach kolorimetrischer Schatzung, 
einer Molaritaét von 0,005 als Glutathion berechnet (etwa 800 mg Glutathion). 
Durch die Papainlésung wird 5 Stunden lang ein kraftiger Strom von H,S 
geleitet. Nun versetzt man mit soviel 96% igem Methylalkohol, daB die 
Alkoholkonzentration der Gesamtlésung 70° betragt. Dabei fallt das 
Papain aus, wahrend der Aktivator in Lésung bleibt. Das Enzym wird 
abzentrifugiert und mehrmals mit 70% igem Alkohol gewaschen. Diese 
Extraktion kann vorteilhaft wiederholt werden. Die alkoholischen Extrakte 
werden im Vakuum bei 40° unter Wasserstoffatmosphire eingeengt und der 
H,S durch wiederholtes Eindampfen bis zum Sirup vollstandig entfernt. 
Man fillt auf 200cem auf, po = 4,8. Die kolorimetrische Schatzung 
entsprach, als Glutathion ausgedriickt, den folgenden Werten: Mit 
HCN 0,01 Mol/Liter, ohne HCN 0,005 Mol/Liter. Der mit HCN er- 
haltene Wert wiirde einer Gesamtmenge von 600 mg _ Glutathion 
entsprechen. Trockengewicht fiir 2ccm = 112 mg, entsprechend 22%, der 
Ausgangsmenge. 


Quecksilberfallung: Die 11,2 g Trockengewicht entsprechende Aktivator- 
losung wird nun mit 150cem gesattigter Hg-Acetatlosung vollstandig 
gefallt; py fallt hierbei auf 3,0. Der schwere weiBe Niederschlag wird 
abzentrifugiert und zweimal mit destilliertem Wasser gewaschen. Die vom 
Quecksilberniederschlag abgegossene Fliissigkeit zeigt nach vollstandiger 
Entfernung des Hg mit H,S und Entfernung des H,S durch Verdampfen 
mit und ohne HCN keine Nitroprussidreaktion mehr. Der Niederschlag 
wird hierauf in etwa 200cem Wasser suspendiert und mit H,S zerlegt 
(1'/, Stunden). Vom Sulfidniederschlag wird abfiltriert, derselbe mit heiBem 
Wasser gut nachgewaschen und die klaren Lésungen im Vakuum solange 
eingeengt, bis die Reaktion auf H,S mit Plumbit negativ ausfallt. Es wird 
zu 200 cem aufgefiillt. py = 3,0. Trockengewicht fiir 2 ccm: 33,8 mg oder 
7% des Ausgangsmaterials. 


Zur weiteren Reinigung wird die Aktivatorlésung nochmals mit etwa 
100 cem Quecksilberacetat vollkommen gefallt, der Niederschlag abzentri- 
fugiert und dreimal mit n/100 Essigsiure gewaschen. Es wird dann in 
200 cem Wasser suspendiert und mit H,S zerlegt. Der Sulfidniederschlag 
wird abfiltriert, griindlich mit heiBem Wasser gewaschen und die vereinigten 
Lésungen im Vakuum bei 40° (H,-Atmosphire) solange eingedampft, bis 
kein H,S mit Plumbit mehr nachzuweisen ist. Man fiillt zu 200cem auf. pu 
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der Lésung 3,0. Trockengewicht fiir 1 eem 7,5 mg, entsprechend 1,5 g 
Substanz im ganzen. Nach Abzug des als SO) vorhandenen Schwefels 
werden nach Carius 5,97°,, 5S in der Substanz gefunden (GSH. = 10,4 8). 


2. Bestimmung der Aktivierungsleistung. 

Als Substrat kam ein zehnmal mit Alkohol umgefalltes Papain 
zur Anwendung. Es zeigte nur noch eine schwache Nitroprussidreaktion, 
Uber die Aktivierungsleistung im Vergleich zu reinem GSH. unter- 
richtet Tabelle I. 

Tabelle I. 
Bedingungen der Papainbestimmung vgl. R. Willstdtter und W. Grassmann', 
In 5cem waren enthalten: 3mg Papain, 2cem 10°Zige Gelatinelésung, 
1 ccm m/5 Dinatriumcitrat, Aktivierungszeit 2 Stunden bei 40°. Spaltungs- 
zeit 1 Stunde. Titrationsprobe 2cem, gemessen mit 0,05n KOH. Das 
Glutathion war vorher mit n/10 NaOH auf px 5,0 gebracht worden. 





Aktivator Spaltung Aktivierung 
0,12 _ 
5 mg Papainaktivator. . . . | 0,45 0,33 
1,9 , Glutathion-SH .... 0,64 0,52 
1,4 ., Glutathion-SH .... 0,47 0,35 


3. Hydrolyse einer Aktivatorlésung. 

90 cem einer Aktivatorl6sung (2,3 g¢ Trockensubstanz mit 5,97°, 8S 
enthaltend) werden mit Baryt auf py 7,6 gebracht. Der Farbton andert 
sich hierbei von gelb auf rétlich. Nun wird 1'/, Stunden lang ein kraftiger 
Sauerstoffstrom durchgeleitet, um die vorhandene SH-Verbindung in die 
SS-Form umzuwandeln. Der iiberschiissige Baryt wird durch Einleiten 
von CO, entfernt und die dunkle Lésung im Vakuum zum Sirup eingeengt. 
Man gibt zu dem Sirup 70 cem 25°Ziger Salzsiure und kocht 8 Stunden 
unter RiickfluB. Es wird mit 862 mg Tierkohle versetzt, aufgekocht und 
filtriert. (Das Gewicht der Tierkohle war nach der Adsorption um 154 mg 
vermehrt.) Geringe Mengen noch vorhandenen Bariums werden aus der 
gelb’ gefarbten Lésung mit Schwefelsiure entfernt, wobei jedoch ein Uber- 
schuB an Saure zu vermeiden ist. Die Lésung wird zu 200 cem aufgefiillt 
und in einer Probe von 1 cem das Cystin mit Phosphorwolframsaure kolori- 
metrisch bestimmt?. Es ergab sich 1,7 mg Cystin entsprechend 340 mg fiir 
die Gesamtmenge, es sind daher 66° des urspriinglich vorhandenen 
Schwefels als Cystin wieder erhalten worden. 

Die Lésung wird im Vakuum wieder zum Sirup eingeengt und mit HCl- 
Gas gesittigt. Nach dem Stehen iiber Nacht im Eisschrank schieden sich 
Kristalle ab, die iiber einer Glasfilternutsche abgesaugt und mit wenig konz. 
Salzsiure und mit wenig Alkohol gewaschen wurden. Erhalten: 271 mg. 
Die Kristalle gaben nach Zusatz. von HCN-Lésung eine kraftige Nitro- 
prussidreaktion. Sie wurden in Wasser gelést, von etwas anorganischem 
Riickstand abfiltriert, bis zur beginnenden Kristallisation eingeengt und 
mit wenig 96°,igem Alkohol versetzt. Es ergaben sich Kristalle vom 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 188, 202, 1924. — ? Folin u. Marenzi, 
J. of biol. Chem. 88, 103, 109, 1929. 





5g 
fels 
8). 


ni, 
ng, 
gs- 
Jas 





Zur Kenntnis des natiirlichen Papain-Aktivators. 135 


Schmelzpunkt 206 bis 207°. Mischschmelzpunkt mit Cystinchlorhydrat 206 
bis 207° (unkorr.). 

Die Mutterlaugen werden vereinigt, eingeengt und wieder mit H Cl-Gas 
gesattigt. Nach dem Animpfen mit einer Spur Glutaminsiurechlorhydrat 
und Stehen iiber Nacht im Eisschrank zeigten sich Kristalle. Sie wurden 
durch Zentrifugieren abgeschleudert, mit wenig konz. Salzsaure, HCl- 
Alkohol und Alkohol bis zur Farblosigkeit gewaschen und schlieBlich mit 
Ather getrocknet. Erhalten: 326mg. Schmelzpunkt 202° (unkorr.). Nach 
zweimaligem Umkristallisieren war die Nitroprussidreaktion verschwunden. 
Schmelzpunkt und Mischschmelzpunkt mit Glutaminsaéurechlorhydrat 204°. 


N (Kjeldahl); 6,396 mg Substanz, 3,440 cem n/100 H,SO,. 
(C;H,O,NCl). Ber.: 7,639 N, gef.: 7,539 N. 

Als weiterer Beweis fiir die Identitaét des Stoffes mit Glutaminsaure- 
chlorhydrat diente die Uberfiihrung in Pyrrolidoncarbonsiure. Das er- 
haltene Produkt gab im Mischschmelzpunkt mit Pyrrolidoncarbonsiure 
(181°) keine Depression. 

Der Rest des Hydrolysats wurde im Vakuum eingedampft, zweimal mit 
abs. Alkohol versetzt und jedesmal zum zaihen Sirup eingeengt. Dann wurde 
in reinem abs. Alkohol gelést und durch wiederholtes Sattigen mit HCl-Gas 
verestert. Nach einigem Stehen schieden sich 54mg Ammonchlorid ab. 
Die Lésung wurde nun zum Sirup eingedampft, mit wenig Wasser versetzt, 
mit Natronlauge gerade alkalisch gemacht, mit Ather iiberschichtet und 
die Ester in iiblicher Weise mit Pottasche in Freiheit gesetzt. Die ver- 
einigten und iiber Na,SO, getrockneten Atherausziige wurden aus einem 
3 eem-Claisen-Kolben mit 5 cem langer Widmer-Spirale langsam abdestilliert, 
erst bei gew6hnlichem, dann bei vermindertem Druck. Die Vorlage wird 
hierbei mit einer Kaltemischung aus Aceton-Kohlenséiureschnee gekiihlt. 
Der abdestillierte Ather wird mit HCl-Gas gesiéttigt und verdampft. Es 
hinterbleibt kein nennenswerter Riickstand. Die Ester wurden nunmehr 
im Vakuum (12mm) aus einem Claisen-Kolben von etwa 1 cem Inhalt 
fraktioniert. Bei der ersten Fraktion wurde die Vorlage noch mit Aceton- 
Kohlenséureschnee, spaiter mit Eis gekiihlt. Um zu verhindern, da der 
leicht fliichtige Glykokollester verloren geht, gaben wir der Vorlage eine 
entsprechende Form. 

Es wurden drei Fraktionen erhalten: 

1. Bis 60°. Sie wurde in Ather aufgenommen und HCl eingeleitet. 
Durch Reiben kamen Kristalle heraus: 42 mg. Nach dem Umkristallisieren 
aus Athanol Schmelzpunkt und Mischschmelzpunkt mit Glycinester-H C1 
144° (unkorr.). 


N (Kjeldahl); 5,110 mg Substanz, 3,608 com n/100 H,SO,. 
(C,H,O,NHCIl). Ber.: 10,04, gef.: 9,899 N. 

2. Von 100 bis 120°. Erhalten 12 mg. Durch Kochen mit Wasser wurde 
verseift. Der nach dem Abdampfen des Wassers hinterbleibende Riickstand 
erlaubte wegen seiner geringen Menge keine Identifizierung. 

3. 140 bis 160°. Erhalten 357 mg. Die ganze Fraktion wurde mit der 
fiinffachen Menge Wasser versetzt und ausgeithert; der Riickstand der 
Atherlésung mit Salzsaiure verseift. Animpfen mit Phenylalanin-HCl 
ergebnislos. Animpfen mit Glutaminsaéure-HCl lieferte wenig von diesem 
Stoff (Schmelzpunkt 204°). Der Rest wurde mit Baryt verseift. Keine 
Abscheidung von asparaginsaurem Ba. Ba wurde sorgfaltig mit H,SO, 
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entfernt, HCl eingeleitet, verdampft. Es hinterblieb ein Sirup, aus dem 
nichts mehr kristallisierte. Qualitative Proben auf Prolin, Oxyprolin und 
Arginin in den Fraktionen 2 und 3 verliefen negativ. 

Um die Zuverlassigkeit der angewandten Methodik zu priifen, wurde 
ein Gemisch von 53,7 mg Glykokoll und 200 mg Glutaminséure der be- 
schriebenen Weise entsprechend behandelt. Das Glykokoll konnte in einer 
Ausbeute von 79% wieder erhalten werden. Glutaminsaureester wurde in 
einer Menge von 154 mg erhalten. 


Zusammenfassung. 

Die Untersuchung einer aus Papainpraparaten abgetrennten Phyto- 
kinase ergab mit groBer Wahrscheinlichkeit, daB nicht Glutathion der 
Aktivator des Papains ist, sondern ein Peptid, das mindestens zum 
gréBten Teil aus Cystin bzw. Cystein und Glutaminsaure besteht. 
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Uber die phytochemische Reduktion von Anthra-di-chinon. 
Von 
A. Vercellone. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem. ) 


(Eingegangen am 29. Mai 1935.) 


Die phytochemische Reduktion der Carbonylverbindungen ist ein- 
gehend an Aldehyden und Ketonen studiert; auch Diketone sind bereits 
in den Kreis der Untersuchungen einbezogen!. Das Verhalten von 
Polyketonen scheint bisher nicht gepriift zu sein. Um festzustellen, ob 
auch diese Kérperklasse der phytochemischen Reduktion zugianglich 
ist, untersuchte ich das Tetraketon 1, 4, 9, 10-Anthra-di-chinon. Diese 
Verbindung bietet zugleich deshalb ein besonderes Interesse, weil eine 
nahe verwandte Substanz, die entsprechende Carbonsadure, von F. Kégl 
und W. B. Deijs? in der Natur aufgefunden worden ist; es handelt 
sich um das an der Luft entstehende blaue Pigment, das durch Oxydase- 
wirkung aus dem Boletol hervorgeht und Chinizarin-carbonsaure-5 ist. 

Entsprechend dem Charakter der Anthrachinonabkémmlinge und 
im Einklang mit den Erfahrungen von H. Liiers und J. Mengele mit 
gewohnlichem Anthrachinon? erstreckt sich die phytochemische Reduk- 
tion auf die im auBeren Chinonkern befindlichen zwei Carbonylgruppen, 
nicht dagegen auf die Meso-carbonyle. Demgema8 fiihrt der biochemi- 
sche Vorgang im vorliegenden Falle zu Chinizarin: 


Oo oO O OH 
As fo sits, Oe 

| 

| —_> } 

| | 

ge a at ? ASS 
Oo O O OH 


Das Tetraketon selbst ist strohgelb, das Chinizarin, wie bekannt, 
leuchtend rot. Auf Grund dieser Farbendifferenz kann man den Eintritt 
der phytochemischen Reduktion als ein sehr schénes, unmittelbar wahr- 
nehmbares Phinomen beobachten. Lat man namlich zu einer mit 
Hefe in Garung versetzten Zuckerlésung das in Dioxan geliste Tetra- 
keton hinzutropfen, so wird in wenigen Augenblicken das farblose Gargut 
rot; die Farbung verstairkt sich mit weiterer Zugabe und Umwandlung 
der Tetraketonmenge. 


' Literatur siehe bei C. Neuberg u. G.Gorr ,,,Phytochemische Reduk- 
tionen** in Abderhaldens Handb. d. biochem. Arbeitsmethod. 4, Teil 1, 645, 
1926; C. Neuberg u. E. Simon, diese Zeitschr. 171, 256, 1926; 190, 226, 1927. 
—?*F. Koéglu. W. B. Deijs, Ann. 515, 10, 1935. — ® H. Liiers u. J. Mengele, 
diese Zeitschr. 179, 245, 1926. 








138 A. Vercellone: 


Das Tetraketon ist kein unbegrenzt bestandiger Kérper; ins- 
besondere besitzt es die Neigung, unter partieller Ringspaltung freiwillig 
Chinizarin zu liefern!. Allerdings findet diese Zersetzung nicht in 
Dioxanlésung statt, woh] aber allmahlich in reinem Wasser, wobei ein 
simultan oxydiertes zweites Molekiil Phthalsaure ergibt. 

Durch Kontrollen kann man sich leicht davon iiberzeugen, da} 
eine mit dem Tetraketon versetzte, zuvor abgekochte Hefe-Zucker- 
mischung erst nach langer Zeit eine geringe Verfarbung erleidet. 

Auf den langsamen freiwilligen Ubergang des Tetraketons in Chini- 
zarin muB bei der Aufarbeitung Bedacht genommen werden. Sie 
geschah unter den VorsichtsmaBregeln, die im experimentellen Teil 
niher angegeben sind. Da eine unspezifische Chinizarin-bildung nicht 
ganz zu vermeiden ist, wurde die spontan auftretende Menge in Abzug 
gebracht. 

Ganz abgesehen von der erwahnten, ohne weiteres bemerkbaren 
und momentan beginnenden phytochemischen Chinizarin-entstehung 
ist das Quantum, das biochemisch erzeugt wird, unvergleichlich gréBer. 
In gut gelungenen Versuchen betrug die Ausbeute im Garversuch 80%, 
gegen 30%, im Leerversuch. 

Das Anthra-di-chinon wurde nach der Vorschrift von O. Dimroth 
und Mitarbeitern? durch Oxydation von 1, 4-Dioxyanthrachinon mit 
Bleitetraacetat dargestellt. — 

Sobald in Ansdtzen von Rohrzucker, Wasser und Hefe die COQ,- 
Entwicklung stark geworden war, fiigte ich tropfenweise das in Dioxan 
geléste Anthradichinon hinzu. Die Garung wurde dadurch kaum ge- 
hemmt. 

Die Gemische blieben stets 2 Stunden unter haufigem Umschitteln 
bei Zimmertemperatur stehen, dann wurden sie zentrifugiert und die 
festen Riickstiinde mit wasserfreiem, frisch gegliihtem Na,SO, ver- 
rieben, bis eine pulverige Masse vorlag. Diese wurde in einem Sozhlet- 
apparat mit Aceton extrahiert. Die so gewonnene Lésung, die manchmal 
Kristalle enthielt, wurde verdunstet, der Riickstand in kaltem Eisessig 
gelést und alsdann in einem MeBkolben auf ein bestimmtes Volumen 
gebracht. 

Gleichzeitig wurden Kontrollproben vorgenommen, bei denen 
Gemische von Invertzucker, Wasser und Hefe zunachst auf 90° gebracht, 
10 Minuten bei dieser Temperatur gehalten und erst darauf mit der 
Dioxanlésung des Anthradichinons versetzt und weiter unter den selben 
Bedingungen wie die Hauptprobe belassen wurden. 

Bestimmung des Chinizarins. Ein bestimmter Teil (z. B. 50 ccm) 
der filtrierten Eisessiglsung wurde mit der doppelten bis dreifachen 

1 O. Dimroth u. Schultze, A. 411, 346, 1916. — * O. Dimroth, O. Friede- 
mann u. H. Kdmmerer, B. 58, 484, 1920. 
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Wassermenge versetzt; nach 5 Minuten wurde der Niederschlag auf 
einer Glasfilternutsche G 4 abgesaugt, mit Wasser gewaschen, bis er frei 
von Essigsiure war, sodann bei 100° getrocknet und gewogen. Lieb 
man die Eisessiglésung 48 Stunden stehen und fallte erst dann mit 
2 bis 3 Teilen Wasser, so wurden im Haupt- und Kontrollversuch 
gréBere Chinizarinmengen gefunden (s. Ansatze 1). 


I. 
a) 250g Rohrzucker, 
1500 cem H,O, 
125 ¢ Sinner-Hefe. 
Nach Eintritt lebhafter Garung Zugabe von 4g Anthra-di-chinon in 
8 cem Dioxan. 
2 Stunden bei Zimmertemperatur. 
Ausbeute: 2,07 g = 51,75% Chinizarin. 
(Ausbeute nach 48stiindiger Aufbewahrung der Eisessiglésung 2,26 ¢ 
- 56,5%.) 


b) 50g Invertzucker, | 
300 ccm H,O, 
25 ¢ Sinner-Hefe, 
dann Zugabe von 0,8 g Anthra-di-chinon in 8 cem Dioxan. 
Ausbeute: 0,234 g = 29,259 Chinizarin. 
(Ausbeute nach 48stiindigem Stehen in Eisessig 0,276 g¢ = 34,5 
Chinizarin.) 


10 Minuten auf 90° erhitzt, 


a) 150g Rohrzucker, 
900 cem H,0O, 
75 g@ Sinner-Hefe. 
Nach der Angarung wurden 2,4 2 Anthra-di-chinon in 24 cem Dioxan 
hinzugefiigt. 
2 Stunden bei Zimmertemperatur. 
Ausbeute: 1,926 g = 80°, Chinizarin. 
b) 50g Rohrzucker, 
300 cem H,O, 
25g Sinner-Hefe. 
Nach Angarung Zugabe von 0,8 g Anthra-di-chinon in 8 cem Dioxan. 
Ausbeute: 0,5505 g = 70° Chinizarin. 
c) Kontrollversuch: 
59 g Invertzucker, | 
300 cem H,O, 10 Minuten auf 90° erhitzt; 
25 g Sinner-Hefe, 
dann Beigabe von 0,8 g Anthra-di-chinon in 8 cem Dioxan. 
Ausbeute: 0,244 g = 309 Chinizarin. 








Uber die phytochemische Reduktion des d,l-Milchsaiurealdehyds. 


Von 
C. Neuberg und A. Vereellone. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


Den Kérpern der 3-Kohlenstoffreihe ist eine in Zunahme begriffene 
physiologische Bedeutung zuzuerkennen. Zu den wichtigsten biochemi- 
schen Umwandlungen gehéren die Erscheinungen der biochemischen 
Reduktion'; die Lehre von diesen Vorgingen ist in jiingster Zeit durch 
neue Befunde von St. Grzycki?, F.G. Fischer und O. Wiedemann® sowie 
von F. Micheel und K. Horn* erweitert. 

Von den Carbonylverbindungen der 3-Kohlenstoffreihe sind bisher 
das Acetol (CH,.CO.CH,OH) sowie das Methylglyoxal (CH, .CO 
.COH) auf ihr Verhalten bei der erwahnten Hydrierung untersucht 
worden. Das Acetol gibt, wie von EH. Farber, F.F. Nord und C. Neu- 
berg® vor Jahren gezeigt worden ist, Propylenglykol (CH, .CHOH 
.CH,OH), und in den selben Kérper geht nach Newberg und Kobel® 
auch das Methylglyoxal iiber, wobei gleichzeitig eine dismutative Um- 
bildung zu Milchsiure statthat. In beiden Fallen verliuft die phyto- 
chemische Reduktion asymmetrisch ; das erhaltene «, 8-Dioxypropan war 
linksdrehend. Auch beim d,1-Milchsiurealdehyd, der dem Acetol isomer 
ist, erfolgt die phytochemische Reduktion asymmetrisch ; sie fiihrt eben- 
falls zu Propylenglykol. Die Drehungsrichtung war jedoch umgekehrt ; 
es resultierte ein in erheblichem Mae dextrogyres Propylenglykol. 

Schon friiher ist beobachtet’, da aus bisher unaufgeklarten 
Griinden bei der phytochemischen Reduktion einma] die rechtsdrehende 
und einmal die linksdrehende Komponente des im betreffenden ProzeB 
erzeugten Alkohols auftritt. Im vorliegenden Falle darf man die ver- 
schiedenen Drehungsrichtungen des Propylenglykols, das aus d, 1-Milch- 
siurealdehyd wie aus Acetol hervorgeht, wohl darauf zuriickfiihren, dab 
der Oxyaldehyd im Gegensatz zum Oxyketon bereits ein asymmetrisches 
Kohlenstoffatom besitzt. Dem strukturell inaktiven Methylglyoxal, das, 
wie bemerkt, die selbe Raumform wie das Aceto] liefert, fehlt gleichfalls 
ein Asymmetriezentrum. 


' OC, Neuberg u. G.Gorr, Phytochem. Reduktionen in Oppenheimer- 
Pincussen, Methodik der Fermente 1929, S. 1212. 2 St. Grzycki, diese 
Zeitschr. 265, 195, 1933. — 3% F.G. Fischer u. O. Wiedemann, Ann. 518, 
265, 1934. — 4 F. Micheel u. K. Horn, Ann. 515, 6, 1935. — ° E. Farber, 
F.F. Nord u. C. Neuberg, diese Zeitschr. 112, 313, 1920. — ® C. Neuberg 
u. M. Kobel, ebenda 182, 482, 1927. — 7 C. Neuberg u. A. Lewite, ebenda 
91, 257, 1918. 
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Die Drehung der aus Milchsdéurealdehyd entstandenen Substanz 
war rund 36% so groB, wie die des aus Acetol hervotgegangenen 
Antipoden, nimlich [x], = + 5,53°; sie war fast genau so grob, wie 
die des aus Methylglyoxal seinerzeit bereiteten Glykols. 

DaB Propylenglykol vorgelegen hat, ergibt sich aus den im experi- 
mentellen Teil angefiihrten Daten. Das «, B-Dioxypropan zeigte den 
richtigen Siedepunkt, ferner vollkommen scharf stimmende analytische 
Daten. Zur weiteren Identifizierung wurde in der schon von Neuberg 
und Kobel (a. a. O.) beschriebenen Weise die Oxydation mit Hypobromit 
vorgenommen ; sie fiihrte zum Acetol, dem Isomeren des als Ausgangs- 
material verwendeten Milchsiurealdehyds. Daf diese Oxydation nicht 
Milchsaéurealdehyd lieferte, ergab sich daraus, daB die in Substanz 
isolierte 2, 4-Di-nitrophenylhydrazin-verbindung nach Schmelzpunkt 
und Mischschmelzpunkt mit dem authentischen Acetol-derivat identisch 
und vollkommen verschieden von dem entsprechenden Derivat des 
Milchsaurealdehyds war. Dieser Vergleich war uns dadurch méglich, 
daB Herr Dr. H. Collatz die beiden 2, 4-Di;nitrophenylhydrazone friiher 
rein dargestellt und uns Proben freunglidh iiberlassen hat. 

AuBerdem, zeigte die Lésung des Hydrazons keinerlei optische 
Aktivitat, die man bei der Oxydation des wenn auch nur partiell optisch 
aktiven Glykols zu Milchséurealdehyd hatte erwarten sollen. — 

Der d,1-Milchsiurealdehyd wurde nach der Vorschrift von 
R. Dworzak und W. Prodinger! hergestellt. 

Den Ansatzen aus Rohrzucker, Wasser und Hefe wurde, sobald 
die Garung voll in Gange war, tropfenweise eine wasserige Lésung von 
d, 1-Milchsiurealdehyd zugefiigt. Die CO,-entwicklung blieb dabei 
ungestért. Wenn die Garung im wesentlichen beendet war und die 
Flissigkeit Fehlingsches Reagens nur noch geringfiigig reduzierte 
(nach ungeféhr 126 Stunden), wurde die Suspension zentrifugiert und 
die tiberstehende Fliissigkeit nach Farber, Nord und Neuberg (a. a. O.) 
aufgearbeitet, nur mit dem Unterschiede, daB man zuletzt den Riick- 
stand statt in Alkohol in wasserfreiem Aceton aufléste; denn wir 
fanden, daB Aceton das Glykol gut aufnimmt, wahrend der Hefe 
entstammende Bestandteile natiirlich darin weniger léslich sind. 

Ein Ansatz sei beschrieben: 

90 g Rohrzucker, 
300 com H,0O, 
60 g Oberhefe-Sinner. 
Nach Eintritt lebhafter Garung Zugabe von 200 ccm 3° iger wasseriger 
Lésung von d, l-Milchsiurealdehyd. Das Gemenge blieb 126 Stunden 
bei Zimmertemperatur stehen. 


' R. Dworzak u. W. Prodinger, Monatsh. f. Chem. 50, 459, 1928. 
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Ausbeute : 3,92 g 1, 2-Propylenglykol, das schon fast véllig rein wat 
und nach nochmaliger Rektifikation bei 187° (korr.) iiberging. 

4,899 mg: 8,495 mg CO,, 4,660 mg H,O. 

C,H,O,. Ber.: C = 47,35%, H = 10,61%: 
(76)  —gef.: C = 47,29%, H = 10,64%. 

Drehung: « + 5,539 (1 = 1 dem). 

Kin Teil der Substanz wurde nach Neuberg und Kobel (a. a. O 
oxydiert. Die erhaltene wasserige Fliissigkeit, die Fehlingsche Mischung 
stark reduzierte, wurde zur Halfte vorsichtig mit 2, 4-Di-nitropheny! 
hydrazin in 2n Salzsdure unter Eiskiihlung versetzt. Das ausgefallene 
Hydrazon wurde nach !/, Stunde abgesaugt, mit kalter, verdiinnte: 
Salzsiure und dann mit Wasser gewaschen, im Exsikkator tiber Calcium. 
chlorid und Natriumhydroxyd getrocknet. Es wurde zweimal aus 
50°,igem Methanol umkristallisiert und dann dreimal aus Essigester- 
losung mit Petrolather gefallt. Man erhielt so ohne Miihe aus 1,1 g 
Rohprodukt 0,4 g 2, 4-Di-nitrophenylhydrazon des Acetols vom Schmelz- 
punkt 132 bis 133°. (Mehrfach umkristallisiertes, reinstes Acetol-2, 4-di- 
nitrophenylhydrazon schmilzt bei 136 bis 137°, das entsprechende, in 
iiblicher Art bereitete Derivat des d, 1-Milchsdurealdehyds bei 157°.) 


Zur Analyse wurde im Hochvakuum bei Zimmertemperatur getrocknet. 
5,396 mg: 8,375 mg CO,; 1,870mg H,O; 
2,319 mg: 0,441 ecem N, (24°, 761 mm). 
C,HyO;N, Ber.: C = 42,50%, H = 3,979, N = 22,05% 
(254,1)  —gef.: C = 42,339%, H = 3,88%, N = 21.87%. 

Zum Filtrat wurde salzsaure 2, 4-Di-nitrophenylhydrazin-lésung 
im UberschuB gegeben, dann wurde im Wasserbad 2 Stunden erhitzt 
und das auskristallisierte Osazon nach C. Newberg und M. Kobel' 
gereinigt. Schmelzpunkt 302 bis 303° (unter Zersetzung). 

Zur Analyse wurde im Hochvakuum bei 56° (Aceton) getrocknet. 

5,155 mg: 7,890 mg CO,; 1,380 mg H,O: 
1,908 mg: 0,428 cem N, (24°, 761 mm). 
CyyH,,0,N,. Ber.: C =.41,66%, H = 2,80%, N = 25,93% ; 
(432,2) gef.: C = 41,74%, H = 2,88%, N = 25,80%. 

Die andere Halfte der Fliissigkeit wurde mit dem iiberschiissigen 
p-Nitrophenylhydrazin in essigsaurer Lésung mehrere Stunden auf dem 
Wasserbade erhitzt. Aufarbeitung in bekannter Weise?. Bei schnellem 
Erhitzen Schmelzpunkt des Osazons gegen 303° (unter Zersetzung). 

Zur Analyse wurde bei 100° im Hochvakuum getrocknet. 

5,048 mg: 9,825 mg CO,, 1,96 mg H,O. 
C,,H,,0,Ng- Ber.: C = 52,63%, H = 4,12%; 
(342,1) gef.: C = 53,149, H = 4,34%. 


! Diese Zeitschr. 208, 467, 1928. — * C. Neuberg, B. 41, 962, 1908. 
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Die Wirkungsgruppe des Co-Ferments aus roten Blutzellen. 
Von 
Otto Warburg, Walter Christian und Alfred Griese. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 29. Juni 1935.) 


Die Co-Fermentpraparate!, die wir aus roten Blutzellen gewonnen 
haben, enthalten Kohlenhydrat (Pentosereaktion wie Muskeladenyl- 
saure), Phosphorséure, Adenin und einen Pyridinkérper, der bei der 
Hydrolyse als Nicotinséureamid frei wird. Wirksamkeit der Co-Ferment- 
praparate und Gehalt an Nicotinséureamid gehen parallel. Unsere 
wirksamsten Co-Fermentpraparate liefern etwa 25°, Nicotinsiureamid. 
Es scheint, daB diese Praparate nahezu rein sind. 

Wir haben gefunden, daB der Pyridinkérper, der bei der Hydrolyse 
als Nicotinséureamid erscheint, die Wirkungsgruppe des Co-Ferments 
ist. In unserem Priifsystem oxydiert das Co-Ferment die Hexosemono- 
phosphorsaéiure zu Phosphohexonséure, wobei der Pyridinteil des Co- 
Ferments 2 H-Atome aufnimmt. Der so partiell hydrierte Pyridin- 
kérper wird nicht durch Sauerstoff, aber durch das Alloxazin des gelben 
Ferments zu nicht hydriertem Pyridinkérper reoxydiert. 

Die Oxydation der Hexose-monophosphorséure durch molekularen 
Sauerstoff in dem Priifsvstem wird also folgendermaBen bewirkt (wobei 
wir das Alloxazin des gelben Ferments mit A und den Pyridinkérper 
des Co-Ferments mit P bezeichnen): 


Pr +R-—cOnGE,O = p< + R—COOH (1) 
pci 4 A =" 2 a a<il (2) 
a<fi+ Os = A + HO, (3) 


RCOH + H,O + 0g = RCOOH + = Hy 0, 


Sowohl Reaktion (1), als auch Reaktion (2) bediirfen der Mit- 
wirkung eines Proteins, Reaktion (2) des von H. Theorell? rein dar- 
gestellten Tragerproteins, Reaktion (1) des Zwischenferments, das, 
seit es beschrieben wurde, von FE. Negelein und W. Gerischer in 50fachem 
Xeinheitsgrad erhalten worden ist. 


1 O. Warburg u. W. Christian, diese Zeitschr. 274, 112, 1934; 275, 37, 
1934; 275, 347, 1935. 2 Hugo Theorell, ebenda 278, 263, 1935. 
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Der Pyridinkérper des Co-Ferments ist seine Wirkungsgruppe, 
weil die katalytische Wirkung des Co-Ferments auf einem Wechse]l 
des Oxydationszustandes seines Pyridinteils beruht. Der als Nicotin- 
siureamid aus dem Verband des Co-Ferments geléste Pyridinkérper 
ist katalytisch unwirksam. 


Der Pyridinteil des Co-Ferments kann durch Platin und Wasserstoff 
im Verband des Co-Ferments hydriert werden, wobei 1 Molekiil Pyridin 
3 Molekiile Wasserstoff aufnimmt. So hydriertes Co-Ferment_ ist 
katalytisch unwirksam. Nur der partiell, nicht aber der vollstandig 
hydrierte Pyridinteil ist durch das Alloxazin des gelben Ferments 
zu nicht hydriertem Pyridin reoxydierbar. 
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Uber den Mechanismus bei der Mg-Aktivierung 
der Darmphosphatase. 
Von 
Carl G. Holmberg. 
(Aus dem medizinisch-chemischen Institut in Lund.) 


(Lingegangen am 18. Mai 1935.) 


Erdtmann zeigte 1928, daB die enzymatische Spaltung gewisser 
Phosphorsaureester in Gegenwart von Magnesium stimuliert wird. Er 
erértert drei Méglichkeiten, dieses Phanomen zu erkliren. 1. Mg hat 
eine schiitzende Wirkung auf das Enzym. 2. Mg verhindert, daB wahrend 
der Reaktion frei werdendes Phosphat hemmend auf die weitere Spaltung 
einwirkt. 3. Mg geht eine Verbindung mit dem Enzym ein, welche fiir 
die hemmende Wirkung des frei gemachten Phosphats weniger empfind- 
lich ist als das freie Enzym. 

Auf Grund seiner Versuche meint er die beiden erstgenannten 
Méglichkeiten als in hohem Grade unwahrscheinlich ausschlieBen zu 
kénnen und halt er die dritte Alternative fiir die am besten mit den 
gemachten Beobachtungen iibereinstimmende. 

Indessen scheinen spaitere Beobachtungen diese Auffassung Erdtmanns 
nicht vollig bestatigt zu haben. So sagen Jenner und Kay: ,,We found by 
making determinations at very short intervals after the beginning of hydro- 
lysis that the effect of Mg is obvious from the start; i. e., before the con- 
centration of inorganic phosphat is appreciable. Moreover small quantities 
of inorganic phosphate added at the beginning, do not perceptibly inhibit 
the initial rate of hydrolysis ...°° Sie ziehen den SchluB, daB die Haupt- 
wirkung des Mg nicht in einem Schutz gegen die hemmende Wirkung des 
abgespalteten Phosphats besteht, sondern da Mg einen Komplex mit dem 
Enzym bildet, der starker aktiv ist als das Enzym allein und daher die 
Phosphorsaureester mit einer gréBeren Anfangsgeschwindigkeit spaltet. 
Hommerberg, der eine gewisse Aktivierung des spontanen Esterzerfalls 
unter der Einwirkung von Mg-Salzen ohne Ferment hat zeigen kénnen, 
scheint geneigt zu sein, hieraus den SchluB zu ziehen, da8 das Mg auf das 
Substrat durch Uberfiihrung in einen labilen Zustand einwirkt. 

Ks ist klar, daB Aay und Jenners Methode, den Spaltungsverlauf gleich 
im Anfang, wo die gespaltene Estermenge minimal ist, zu studieren, auBerst 
wertvoll ist. Leider teilen sie keinen Versuch mit, der dariiber Aufschlu6 
gibe, was sie unter ,,appreciable concentration® verstehen. 

Ich werde nun einige Versuche beschreiben, die mir ziemlich stark 
dafiir zu sprechen scheinen, daB Erdtmanns urspriingliche Ansicht 
trotz allem berechtigt ist. 

Elektrodialysiert man einen Extrakt von Darmschleimhaut (2 Tage 
lang mit der 20fachen Menge Chloroformwasser extrahiert) zwischen 
Cellophanmembranen bei 110 Volt Spannung, so tritt bald eine pu-Ver- 
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schiebung ein und ein groBer Teil vom EiweiB des Extraktes flockt aus. 
Die Fallung enthalt die gesamte Phosphatase-aktivitat des Extraktes. 
Diese Fallung ist in destilliertem Wasser praktisch unléslich. Wascht 
man sie fiinfmal mit ungefahr der 50fachen Menge destilliertem Wasser 
in der Zentrifuge und lést sie dann in einer !/,°%,igen Medinallésung auf, 
soerhalt man eine Enzymlésung, die gut aktiv und frei von mineralischen 
Bestandteilen ist!. 

Dureh wiederholtes Ausschiitteln der oben beschriebenen Enzym- 
lésung (pu 8,5 bis 9) mit Chloroform, oder besser nach Sevag mit einer 
Mischung von 3 Teilen Chloroform und 1 Teil Amylalkohol, kann man 
ohne Schwierigkeit und mit einem relativ geringen Aktivitaétsverlust 
Fermentlésungen erhalten, die véllig wasserhell sind und keine Spur 
Triibung oder Opaleszenz bei Zugabe von Sulfosalicylsiure oder Gerb- 
siure aufweisen. (Albers und Albers teilen weniger gute Ergebnisse bei 
Chloroformbehandlung von Nierenextrakten mit. Die Abweichung 
diirfte auf die verschiedene Fallbarkeit der verschiedenen Organeiweibe 
zurickzufiihren sein.) 

Mit in dieser Weise hergestellten Enzymlésungen habe ich die 
Mg-Aktivierung im ersten Teil des Spaltungsverlaufs untersucht. Durch 
Anwendung der ausgezeichneten Kuttner-Lichtensteinschen Phosphor- 
bestimmungsmethode in Verbindung mit einem Objektivkolorimeter 
nach Lang habe ich hierbei mit ziemlich groBer Genauigkeit Phosphor- 
konzentrationen von der GréBenordnung 0,0020 mg P pro 5 cem be- 
stimmen kénnen. 

Meine Versuche zeigen deutlich, daB die aktivierende Wirkung von Mg 
bei kleinen Spaltungen kleiner ist als bei gréBeren und sich am Anfang der 
Reaktion 0 nahert. Es scheint also in diesen Fallen keine Veranlassung zu 
bestehen, eine gréBere primaire Reaktionsgeschwindigkeit in Gegenwart 
von Mg anzunehmen. Versuche mit einem Zusatz von kleinen Mengen 
Phosphat, von Beginn der Reaktion an, zeigen eine deutliche Hemmung, die 
dem Umfang nach der durch Mg erhaltenen Aktivierung vergleichbar ist. 

Die Spaltungskurve nach Zusatz von Mg ist bei diesen kurzen 
Versuchszeiten fast geradlinig, d. h. die Reaktionsgeschwindigkeit bleibt 
konstant, wahrend die Spaltungskurve ohne Mg-Zusatz eine im Anfang 
schnell abnehmende Reaktionsgeschwindigkeit anzeigt. 


Experimentelles. 


Enzymlésungen. Herstellungsweise wie oben angegeben. Durch ein- 
bzw. dreimaliges Ausschiitteln mit Chloroform-Amylalkohol von EiweiB 
gereinigt. 


1 Fil. mag. Marit Hellstrém hat freundlicherweise eine Mg-Bestimmung 
in 20cem Enzymsubstratgemisch ausgefiihrt, das ein Gehalt von weniger 
als 0,00005 mol. Mg/1000 cem zeigte. 
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Substrat. a) Laut Bodansky. 2,12 g Medinal und 2,5 g glycerinphosphor- 
saures Natrium werden zu 500 cem gelést (py 8.7). b) wie a), jedoch mit 
Magnesiumsulfat in einer Konzentration von m/100. ¢) wie a), doeh mit 
einer geringen Menge sekundirem Na-Phosphat (s. Versuch 4). Die ver- 
schiedenen Substrate weisen bei kolorimetrischer Kontrolle keinen merk- 
baren Unterschied hinsichtlich des py auf. 

Die Versuche werden in der Weise ausgefiihrt, dafi man ein Reagens- 
glischen mit 4 cer Substrat in einen Wasserthermostaten (Temperatur 39°) 
taucht und nach eingetretener Temperaturkonstanz 1 cem Enzym zusetzt. 

Bei Enzympraparaten obne EiweiSstoffe in nachweisbarer Menge er- 
iibrigt sich die EiweiBfallung. Der Versuch wird durch Zusetzen der schwefel- 
sauren Molybdanlésung und des Zinnchloriirs (4 eem der ersteren und | eem 
des letzteren) abgebrochen (iiber die Herstellung dieser Reagenzien siehe 
Bodansky). Sonst wird erst in gewohnter Weise mit Trichloressigsaéure 
gefallt und filtriert. 

Versuch 1. 
Nach einmaligem Ausschiitteln mit Chloroform-Amylalkohol! (nicht ganz 
eiweibfrei). 





: Hydrolyse Hydrolyse Akti- | Hydrolyse Hydrolyse Akt 

Zeit ohne Mg mit MZ \ierang| 2°! ohne Mg mit Mg Bot 
in mg P in mg P & in mg P in mg P sabe 

Std. pro 5cem pro 5ecm 0/4 Std. pro 5 ecm pro 5ecm 

1, 0,0078 0,0090 15 1 0,0201 0,0288 43 

Vy 0,0150 0,0178 19 2 0,0224 0.0524 134 


Versuch 2. 
Nach dreimaligem Ausschiittein (keine Sulfosalicylsiurereaktion). 





Hydrolyse Hydrolyse Akti- Hydrolyse Hydrolyse 


Zeit ohne Mg mit Mg Fe Zeit ohne Mg mit Mg Akti- 
in mg P in mg P Leics, in mg P in mg P a 

Std. pro 5eem pro cem 9/9 Std. pro 5 ecm pro cem 0 

1), 0,0933 0,0040 21 1 0),0079 0,0136 72 

My 0,0054 0,0076 41 2 0,0112 0,0234 109 


Versuch 3. 
Enzym nur elektrodialysiert und gewaschen, nicht ausgeschiittelt. 








ue Hydrolyse Hydrolyse re ae Hydrolyse Hydrolyse \kti- 
Zeit ohne Mg mit Mg vieranc) 2° ohne Mg mit Mg iaine 
in mg P in mg P 8 in mg P in mg P abies 
Std. pro 5ecem | pro 5cem /5 Std. pro 5cem pro 5 ecm ¢ 
1, 0.0126 0.0196 56 1 | 0,0275 0,0570 93 
My 0,0216 0,0370 71 2 0.0356 0,0824 131 
Versuch 4. 
‘. I. IIf. 
PRG OOUN Se ig eke ees ea 1 1 1 
Phosphatfreies Substrat . . ... . 4 0 0) 
Phosphathaltiges Substrat . .. . . 0 4 4 
MRRTER OMNES es cs ke ke a 15 15 0 
BG EF WO COM kk ew 0,0070 0),0238 0,0190 
Freigemachter P 2... 1 0,0070 0,0048 


10* 
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Man erhalt genau dasselbe Resultat wie in den hier mitgeteilten Ver- 
suchen, wenn man anstatt m,/100 Magnesiumsulfat kleinere Konzen- 
trationen, wie z. B. m/5000, verwendet. 


Zusammenfassung. 

Es wird eine einfache Methode zur Herstellung praktisch salz- und 
eiweiBfreier Phosphataselésungen angegeben. 

Versuche mit diesen hochgradig gereinigten Phosphatase praparaten 
scheinen zu zeigen, daB die anfangliche Reaktionsgeschwindigkeit bei 
der Spaltung von Glycerinphosphorséure durch Mg nicht beeinfluBt 
wird. Es erscheint glaubhaft, daB Erdtmanns urspriingliche Auffassung 
betr. des Mechanismus bei der Mg-Aktivierung richtig ist, d.h. es 
entsteht eine Enzym-Mg-Verbindung, die gegen die Hemmungswirkung 
kleiner Phosphatmengen unempfindlich ist. 


Diese Arbeit ist mit Unterstiitzung der Kungl. Fysiograf. Sallskapet., 
Lund, ausgefiihrt. 
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Uber den Harnsiuregehalt der menschlichen Blutkérperchen. 
Von 
Jozef Heller. 
(Aus dem Hygienischen Institut der Universitat in Lwéw.) 
(Eingegangen am 10. Mai 1935.) 

Die Angaben iiber den Harnséuregehalt der menschlichen Blut- 
kérperchen weichen auch im neueren Schrifttum stark voneinander ab. 
So gibt z. B. Folin (1) diesen Wert mit etwa 22°, Benedict (2) dagegen 
mit 72°, der Plasmaharnséure an. Sollte der Folinsche Wert richtig 
sein, so miuBte man mit Benedict fragen, ob man bei solch einer ungleichen 
Verteilung annehmen darf, daB bei der EnteiweiBung ohne Hamolyse 
freie Diffusion der Harnsaure durch die Blutkérperchenmembran statt- 
findet. An diese Fragestellung ankniipfend, wurde die nachstehende 
Untersuchung ausgefiihrt!. 

I. Rethe. Es wurde zuerst untersucht, ob sich die Harnséure aus 
den Blutkérperchen durch die hypertonische Wolframatlésung aus- 
spiilen laBt, wie dies fiir den Harnstoff und die Glucose nachgewiesen 
worden ist. 


Das Blut wurde aus der Cubitalvene entnommen und mit Li-Oxalat 
ungerinnbar gemacht. Es wurde sodann (spitestens nach | Stunde) mit 
2000 bis 2500 Umdrehungen pro Minute wahrend 15 Minuten zentrifugiert, 
das Plasma wurde abgezogen und sein Volumen sowie dasjenige der Kérper- 
chen notiert. Zu einem Teil Kérperchen wurden nun zwei Teile der Folin- 
schen Wolframatlésung (0,6°% mit 1.5% Natriumsulfat) gegeben, gut durch- 
gemischt und nach 20 Minuten zentrifugiert. Die nun abgezogene Lésung 
wurde als ,,l. 1** bezeichnet. Zu den abgesetzten K6rperchen wurden 
weitere 2 Volumina Wolframatlésung zugesetzt, gut gemischt und nach 
10 Minuten zentrifugiert, worauf ,,L 2° abpipettiert wurde. Die ganze 
Prozedur wurde nochmals wiederholt und ,,L 3° erhalten. 

Es wurden 0,1 cem Plasma, 0,5 cem von L 1 und je 1,0 cem ven L 2 
und L 3 nach Hagedorn enteiweiBt und der Zuckergehalt der Proben he- 
stimmt. 

Von den Lésungen L 1 bis 3 wurde ein aliquoter Teil abgemessen und 
durch Zusatz von 11°3 (Volumen) einer '/,n Schwefelsiure enteiweibt. 
Gleichzeitig wurden auch 2 ccm Plasma nach Folin und Wu enteiweibt. 
In den Filtraten wurde die Harnséure nach Folin (3) bestimmt. Es wurden 
dabei zwei Vergleichslésungen zubereitet, mit je 0,02 und 0,004 mg Harn- 
siure. Zum Ablesen wurden beide Lésungen im entsprechenden Verhiltnis 
gemischt. Ein Tartrazinfilter erleichterte sehr das Einstellen auf Farben- 
gleichheit. 


' Frau Dr. A. Fried-Seemann bin ich fiir die stets bereitwillige Hilfe 
beim Ausfiihren der Analysen zu besonderem Dank verpflichtet. 
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Die erhaltenen Werte dieser Reihe sind in der Tabelle I zusammen- 
gestellt. Wir sehen, daB bei einem Zuckergehalt im Plasma von 99 mg-°, 
die K6érperchen 63,5 mg-°% enthalten (L.1), was im Einklang mit den 
Werten anderer Autoren steht und einer gleichméBigen Verteilung des 
Zuckers im Wasser des Plasmas und der Kérperchen  entspricht 
| Mc Kay (4)]. In der zweiten Waschfliissigkeit wurden 19,2 mg-°%, in 
der dritten 6,3 mg-% Glucose gefunden. 


Tabelle 1. Das Auswaschender Blutkérperchen mit hypertonischer 
Wolframatlésung. 





Glucose in mg-?'5 Harnséure in mg-°/, 
Nr. Blutkérperchen in Blutkérperchen in 
Plasma - - —— Plasma — . 
Gs 4 es L3 L1 L2 L3 
1 88,0 57,3 16,5 8,45 3,08 1,30 0,53 0,455 
2 100,0 75,0 19,1 4,25 4,08 1,77 0,95 0,855 
3 105,0 67,0 23,0 — 2,50 1,42 0,64 _- 
4 102.0 | 67,0 18,3 5,80 3,90 1,30 0,35 0,320 
5 109,0 84,0 23,0 _ 3,40 1,43 1.20 o 
6 ~— - —- — 3.20 1,08 0,72 — 
7 199,0 81,5 19,3 4,55 4,70 1.70 0,825 0,695 
8 93,0 | 70,5 15,6 7,89 3,06 1,60 0,62 0,344 
9 101,0 82,0 22,4 10,10 2,85 1,66 0,71 0,570 
10 87,0 54,6 19,8 6,69 3,20 0,89 | 0,385 0,240 


11 114,0 | 70,2 15,0 5,10 3,99 1,30 0,60 0,480 
12 92,0 | 53,0 19,2 3,90 4,20 1,36 | 0,37 0,300 
13 63,0 39,0 11,4 4,80 3,20 1,85 0,364 0,200 


14 1290 880 24.0 an 3,90 1,78 | 0.85 a 
15 1020 | 87,1 242 8,10 3,20 1,90 | 0,617 0,834 
16 = as on sist 6,20 2,59 | 0,845 0,625 
17 106,0 738 195 “f 3,63 1,53 | 1,04 0,750 
18 96,0 63,0 14,4 a 3,08 1,71 1,15 o 
19 90,0 498 21,3 ae 4,0) 122 0,865 ve 
20 _ pd _ 4,56 248 1,09 ie 


Mittel: 99.0 685 192 630 366 | 159 | 0,738 | 0,462 


Die Werte beziehen sich auf 100 cem Blutkérperchen. Sie sind etwas 
niedriger, als es einer dreifachen Verdiinnung entsprechen wiirde; es wurde 
nimlich nicht das ganze Volumen der Kérperchen, sondern nur ihr Wasser 
verdiinnt. Beachten wir dies, so sollte die progressive Verminderung des 
Zuckergehalts noch gréBer sein, ware nicht ein entgegenwirkender Fehler 
da, und zwar das unvollkommene Abpipettieren der Lésung 1 und 2. Die 
resultierende Abweichung von dem Verdiinnungsverhaltnis 1:3 kénnen 
wir wie folgt berechnen: 

Glucose in L 3: 6,3 mg-% 
<ie? fee a 
L1: 45,7 


ts 


” ” 3 


64,8 mg-% 
+6% 3,98 ,, 





68,78 mg-% 
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Die Verdiinnung ist also praktisch um 6°) gréBer, als es dem Ver- 
haltnis 1:3 entsprechen wiirde. 

Das Auswaschen der Harnséure erfolgt im Verhaltnis zur Glucose 
in einem viel schwaécheren Grade, und die erhaltenen Werte liegen viel 
héher, als wir nach der angewandten Verdiinnung erwarten kénnten. 
In der Lésung 3 finden wir kaum 10°, derjenigen Zuckermenge, welche 
in der L1 enthalten war, wohl aber 29% der Harnséure. Wahrend 
der Gehalt an Zucker bei jeder Verdiinnung auf ein Drittel fiel, ver- 
minderte sich derjenige an der Harnsaéure nur etwa um die Halfte. So 
diirfen wir auch annehmen, daB Harnsduregehalt in L1 nicht dem 
wahren Gehalt in den Kérperchen entspricht. Den letzteren kénnen wir 
nach dem fiir Glucose angewandten Vorgang errechnen: 


Harnsaure in L 3: 0,462 mg-° 
- »» *fs\ls 2: 0,402) 
fs » "fh 1: 1,06 | ,, 


2,014|mg-% 
Bt Oo e » 
G%:'OiS! ,, 


2,135 mg-% 





Den Wert von 2,135 mg-°%, Harnsaure diirfen wir also als richtig 
fiir den Gehalt der Blutkérperchen an dieser Substanz annehmen. Man 
kénnte dagegen einwenden, daB die Werte fiir L1 bis 3 nicht dem 
tatsichlichen Gehalt der K6érperchen entsprechen. Sie geben aber 
richtig die ausgespiilte Menge an, und nur diese ist hier von Bedeutung. 
Was den Wert fiir L 3 anbelangt, so ist bei seiner Kleinheit ein 
etwaiger Fehler fiir den Anfangswert ohne Belang. 

11. Rethe. In dieser Reihe wurde statt der hypertonischen Wolframat- 
losung eine 0,9°% ige Kochsalzlésung angewandt. Frisches Oxalatblut 
wurde gut gemischt, 2cem abgemessen und nach Folin ohne Héamolyse 
enteiweiBt. In 0,1 ecem Blut wurde nach Hagedorn der Zuckergehalt be- 
stimmt. Der Rest des Blutes wurde scharf zentrifugiert, das Plasma ab- 
gezogen und die Volumina beider Teile abgelesen. Dann wurden die Blut- 
kérperchen mit einer vier- bis achtfachen Menge 0,9° jiger Kochsalzlésung 
in einem Reagensrohr gut durchgemischt, 30 Minuten lang stehengelassen 
und zentrifugiert. Die Kochsalzlésung wurde abgezogen, in 0,5cem die 
Zuckerbestimmung nach Hagedorn ausgefiihrt, der Rest wurde nach Folin 
und Wu enteiweiBt und im Filtrat die Harnsaéure nach Folin bestimmt. Zu- 
letzt wurden auch im Plasma der Zucker- und Harnsauregehalt bestimmt. 

Die Ergebnisse dieser Reihe stellt Tabelle Il zusammen. Die 
Verdiinnung entspricht hier etwa der zweiten Lésung der Tabelle I, 
wir finden auch dementsprechend fast den ganzen Zucker der K6érper- 
chen in der Lésung. Wir diirfen hier namlich den Zuckergehalt im 
Verhaltnis zu den Werten der ersten Tabelle mit 76 mg-°, veranschlagen. 
Aus dem Vollblut und Plasma errechnen wir einen Wert von 87,5 mg-°%, 
weil hier auch die nichtfermentierenden reduzierenden Substanzen der 
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Tabelle Il. Berechnung der Harnsdure in den Blutkérperchen auf 

Grundder Bestimmung im Plasmaund Vollblut. Das Auswaschen 

von Glucose und Harnsadure aus den Korperchen mittels 0,9°%iger 
NaCl-Lésung. 





|| Volumen in ccm Glucose in mg-®/o Harnsiure in mg-°/9 





eit Plasma Kérper- Na Cl- Plasma; Blut NaCl Plasma Blut NaCl yy 
HT chen Lisung ber. 
1 3,6 2.7 14,6 304,0 234,0/204,0 2,23 | 2,23 0,67 2,23 
2 3,6 2.3 18,2 98,0, 84,0) 52,6 3,55 | 2,58 0,75 1,04 
5 5,3 4,0 20,0 102,0 88,0) 65,5 4,45 — 149 > — 
4 3,3 2,3 23,0 88,0; 75,0) 55,0 | 4,81 | 3,13 | 1,22 | 1,43 
5 5,1 4,1 23,0 91,0 91,0, 57,0 4,85 445 1,68 3,90 
6 8.1 2,8 19,0 108,0 100,0) 69,4 3,383 | 3,02 0,735 2,68 
7 3,2 3,3 22,0 119,0 114,0| 73,8 4,70 | 4,20 1,91 3,71 
8 35 | 25 223 | 97.0, 1000) 685 4.00 |.355 154 2.92 
9 3,1 2,6 18,0 91,0' 86,0, 59,5 4,20 | 3,14 0,88 1,92 
10 4,2 2.9 19,6 100,0, 88,0) 54,0 4,44 | 3,43 0,885 1,97 
11 4,0 2,0 17,6 103,0 100,0; 51,9 3,54 | 3,07 1,24 2,10 
12 1,8 it 20,5 92.0 92,0) 538 3,33 | 2,85/1,08 2,34 
13 49 4,1 20,6 97,0; 94,0! 68,1 6,20 | 4,45 | 1,79 2,30 
14 5,2 4,9 21,0 102,0; 92,0) 524 4,0 | 3,80 | 1,22 | 2,56 
15 2,9 2,1 20,6 103,0 89,0) 55,0 4,20 | 3,47 1,13 2,47 
16 4,6 3,7 21,0 104,0 97,0| 68,2 4,7 | 3,63 1,62 2,26 
17 3,8 3.7 | 108 103,0; — 74,0 | 4,20 | 3,72 2,59 3,20 

18 3,3 2,4 12,0 64,0, — 493 > 200 1,54 0,76 0,875 
19 4,7 3,4 19,5 114.0) — 73,6 3,80 2,80) 1,01 | 1,88 
20 4,5 3,5 17,0 98,0) — 66,7 4,22 3,40 / 1,30 | 2,34 


Mittel: | 3,87 | 3,1 | 19,0 | 1089/101,5| 684 4,01 3,10 | 1,27 | 2,18 

Glucosegehalt der Kérperchen aus dem Plasma- und Vollblutgehalt 
berechnet (Nr. 1 bis 16): 87,5 mg-%. 

Blutkérperchen mitbestimmt werden, fiir welche in den Spiilversuchen 
die Kérperchenmembran undurchgangig ist. 

Fiir Harnsaure errechnen wir aus den Werten fiir das Vollblut und 
Plasma einen Gehalt von 2,18 mg-%, welcher nur wenig von den 
2,135 mg-°% der ersten Tabelle differiert, obwohl hier der Plasmawert 
um etwa 10% hoher ist. 

In die Kochsalzlésung aber sind nur 1,27 mg-% tibergegangen, also 
noch viel weniger als in die erste Lésung der ersten Reihe, obwohl hier 
die Verdiinnung etwa zweimal starker ist. Wir sehen also, daB die Harn- 
séure in die 0,9°,ige Kochsalzlésung noch viel langsamer im Verhaltnis 
zur Glucose diffundiert als in die hypertonische Wolframatlésung. 

III. Rethe. In den Reihen I und II wurde gezeigt, daB die Harn- 
siure aus den Koérperchen langsamer diffundiert als Glucose unter sonst 
gleichen Bedingungen. In dieser Reihe sollte das Hineindiffundieren 
beider Substanzen verglichen werden. 

Jacoby und Friedel (5) haben schon iiber die schwache Permeabilitat 
der Blutkérperchen fiir die zugesetzte Harnsaéure berichtet: Sie setzten 
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dem Blute Harnséure in einer Lithiumearbonatlésung zu und bestimmten 
nach 10 Minuten den Reststickstoff im Plasma. Dabei fanden sie, dab 
wahrend dieser 10 Minuten nur etwa 3°, der zugesetzten Harnsiure in die 
Blutkérperchen iibergegangen sind. Es erschien aber wiinschenswert, diese 
Frage nochmals experimentel! zu priifen, insbesondere, da die Technik 
dieser Autoren die Anwendung verhaltnismaBig konzentrierter Harnsiure- 
losungen erforderte. Es wurden also die ausgewaschenen Blutkérperchen mit 
einer etwa gleichen Menge Plasma gut gemischt und nach 10 Minuten im 
abgetrennten Plasma der Glucose- und Harnsduregehalt bestimmt. In 
der Tabelle III finden wir diese Werte mit denjenigen vor dem Kontakt 
mit den Koérperchen zusammengestellt. 


Tabelle U1]. Gewaschene Blutkérperchen mit gleicher Menge 

Plasma zusammengebracht, nach 10Minuten zentrifugiert. Die 

Werte der Tabelle geben den Gehalt des Plasmas vor und nach 
dem Kontakt mit den gewaschenen Koérperchen an. 








Glucose | Harnsiiure 
Nr. Vor | Nach — Verlust Vor | Nach Vertees. | [area le 
|) mg-/o | mg-/9 0/5 mg-°!o mg-/ 04 an Glucose 
1 90 56 37,7 4,0 3,81 4.8 12,7 
2 88 | 652 41,0 3,08 2,86 7,1 17,3 
3 100 | 67 33,0 4,08 4,00 2.0 6,05 
4 102 52 49,0 3,90 2,91 25,4 51,9 
5 109 50 53,2 4,7 2,8 40,5 71,0 
6 93 52 44,0 3,06 2,3 24,8 51,8 
c 101 54 46,5 2,85 1,6 41,8 89,9 
8 87 47 46,0 3,2 2,95 7,9 17,2 
9 114 | +68 40,5 3,9 3,33 14,5 35,8 
10 2 | @ 21,5 4,2 3,7 11,8 54,6 
li | 68 29 54,0 3,2 2,85 11,0 20,4 
12 102 | 36 64,0 3,48 2.5 28,1 43,9 
13 103 66 36,0 4,2 3,44 18,0 50,0 
14 64 | 50 21,9 2,0 1,67 16,5 75,4 
15 114 | 88 27,3 3,8 3,07 19,1 70,0 
16 98 56 42.9 4,22 3,8 10,0 23,9 
17 304 151 50,4 2,23 1,92 13,9 27,5 
18 98 46 53,1 3,55 3,07 13,5 25,4 
19 102 67 34,4 4,45 3,9 12,3 85,8 
20 88 48 45,5 4,31 3,2 26,0 57,1 
21 91 50 45,0 4,85 4,1 15.5 34,4 
22 108 68 37,2 330 2,94 11,6 31,2 
23 119 60 49,6 4,7 43 8,5 17,1 
24 97 50 48,5 4,0 3,69 7,9 16,3 
25 | 91 39 57,2 4,2 3,44 18,0 31,5 
26 100 54 46,0 4,44 4,2 5.0 10,85 
27 103 57 44,7 3,54 3,33 6.0 13.4 
28 92 49 46,7 3,33 371 6,9 14,7 
29 97 || 65 33,0 6,2 3,8 38,7 117,0 
30 102 50 51,0 40 | 8,55 11,2 22.0 
31 103 63 39,0 42 | 3,07 26,9 69,0 
32 104 AO 52,0 47 | 348 26,0 50,0 
Mittel: | 103.7 58,7 | 43,5 3,87 32 | 166 38,2 












J. Heller: 


Wir sehen, daB der Verlust an Glucose ziemlich konstant ist. Der 
Mittelwert betragt 43,5°, des Anfangswertes, wobei nur ein Wert iiber 
55°, und drei unter 35% liegen. Der Verlust an Harnsaure ist viel 
unregelmaBiger. Bei einem Mittelwert von 16,6% liegen die Extreme 
bei 2 und 41,8°,. Dementsprechend zeigen auch die Werte der 
letzten Kolonne — welche diesen Verlust (in Prozenten) mit jenem 
an Glucose vergleichen — eine sehr starke Streuung. Diese Streuung 
kénnte man mit der Ungenauigkeit der kolorimetrischen Harnsaure- 
bestimmung im Vergleich zur Hagedornschen Zuckerbestimmung er- 
klaren, doch scheinen mir auch individuelle Unterschiede in der Per- 
meabilitat der K6rperchen mitzuwirken. Als Ergebnis dieser Reihe 
kénnen wir feststellen, dab gewaschene Blutkérperchen die Harnsaure 
aus dem Plasma nur zu 38° jener Menge hineindiffundieren lassen, 
welche nach dem gleichzeitigen Zuwachs an Glucose in den Blutkérper- 
chen zu erwarten ware. 

IV. Reihe. Es sollten nun die gewonnenen Erfahrungen auf das 
Folinsche EnteiweiBen ohne Hiémolyse angewandt werden. Bei diesem 
Verfahren wird das Blut zehnfach verdiinnt, fiir die Kérperchen ergibt 
sich also eine Verdiinnung von |: 20. Es stellt sich hier aber die Frage, 
ob die vom Plasma in die Wolframatlésung tibergehende Harnsaure 
nicht die Bedingungen fiir das Ausspiilen dieses Stoffes aus den Kérper- 
chen verschlimmert. Um sich dariiber Klarheit zu beschaffen, wurde 
folgendes Verfahren angewandt: 

Es wurden je 2cem abgetrennte Blutkérperchen in zwei Reagens- 
rohrchen abgemessen. Nun wurde die eine Portion mit 16 cem der hypertoni- 
schen Wolframatl6sung vermischt, die andere mit 10 cem der gleichen 
Lésung, die aber noch 0,4 mg-% MHarnséure enthielt und 6cem der 
gleichen Wolframatlé6sung ohne Harnsiure. Nach 10 Minuten wurden beide 
Proben mit je 2cem '/,n Schwefelsiure enteiweiBt und filtriert. Von der 
ersten Probe wurden 10 cem abgemessen und mit 5 cem Harnséurel6sung von 
0,4 mg-% versetzt. Von der anderen wurden 10 cem mit 5 ccm destillierten 
Wassers verdiinnt. Jetzt war der Gehalt beider Proben an zugesetzter 
Harnsiure gleich, es hatte aber die zweite Probe ihre Harnsaure schon vor 
dem EnteiweiBen erhalten. Zu den beiden Proben wurden nun je 5 ccm 
Cyanidlésung und | cem der Phosphorwolframsiéurelésung zugesetzt und die 
Bestimmung in der iiblichen Weise zu Ende gefiihrt. 

In fiinf Experimenten dieser Reihe wurden in beiden Ansatzen 
gleiche Harnséiuremengen gefunden: Die Ablesungen im Dubosq- 
Kolorimeter differierten um Zehntel eines Millimeters. 

V. Rethe. 2cem abgetrennte Blutkérperchen wurden mit hyper- 
tonischer Wolframatlésung analog der ersten Reihe drei- bis viermal aus- 
gewaschen, bis die vereinten Waschfliissigkeiten zusammen 18 cem aus- 
machten. Im zweiten Ansatz wurden 2 cem Kérperchen auf dieselbe Weise 
ausgewaschen, bis das Volumen der Waschfliissigkeiten 16 ccm erreichte, 
dann wurden die 2 cem ausgewaschener Kérperchen hinzugegeben, so daB 
das ganze Volumen auch in dieser Probe 18 cém betrug. Als Kontrolle 
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ler diente ein dritter Ansatz von 2 cem Kérperchen in 16 cem Wolframatlésung 
or auf einmal verteilt. Alle drei Ansitze wurden durch Zugabe von je 2 eem 
: ‘on Schwefelsiure enteiwei8t und filtriert, im Filtrat wurde die Harnsaure 
iel wie iiblich bestimmt. 
es Das Ergebnis dieser Reihe ist in der vierten Tabelle dargestellt. 
a Die erste Probe, die nur die Spullésung, ohne die Blutkérperchen, 
. enthielt, ergab die kleinsten Werte, obwohl die Kérperchen so ausgiebig 
= gewaschen wurden. Die zweite Probe dagegen war gleich der Kontrolle. 
si Dieses Ergebnis beweist, da bei dem EnteiweiBen ohne Hamolyse 
nach Folin der Ubergang der Harnsaure aus den Kérperchen in die 
a Lésung in zwei Etappen erfolgt: Beim neunfachen Verdiinnen mit der 
. hypertonischen Wolframatlésung in drei Waschungen gehen etwa zwei 
Drittel der Substanz in diese Lésung tiber, der Rest aber erst im Moment 
am der Saurezugabe. Es sei hier bemerkt, daB in den oben angefiihrten 
Experimenten von Jacoby und Friedel bei Anwendung saurer Puffer 
= bedeutend mehr von der zugesetzten Harnséure in die Kérperchen 
et hineindiffundierte. : 
Tabelle IV. 
bt 
re Ohne Mit - 
ey Nr. Blutkérperchen = Blutkérperchen Kontrolle 
via mg-?/o mg-°/ mg-°/5 
“a 1 1,33 1,67 1,60 
2 1,40 1,74 1,82 
: 1,12 2,00 1,95 
1S - 4 1,43 2,00 2,10 
ul- Mittel: 1,32 1,85 | 1,87 
en 
ler Der Gehalt der menschlichen Blutkérperchen an Harnsaéure nach 
de den Befunden verschiedener Autoren ist in der fiinften Tabelle zu- 
ler \‘ sammengestellt. Zu den Werten von Kossiakowa muB bemerkt werden, 
a daB diese Autorin sich der direkten Methode nach Benedict, ohne die 
er Silberfallung bediente. Dabei wird das Thionein mitbestimmt. welches 
‘or bei dieser Methode etwa 1 mg-°, Harnséure vortéuscht. Der korrigierte 
m Wert wiirde also 2,06 mg-°, oder 48,7°% des Plasmawertes betragen'. 
- Wegen der groBen Divergenz einzelner Befunde der fiinften Tabelle 
wurde auf die Berechnung der Mittelwerte verzichtet. Wir sind aber geneigt, 
- auf Grund der angefiihrten Werte anzunehmen, daB der Harnséuregehalt 
ag ¥ 
! Wird bei der Harnsaéurebestimmung statt der Cyanidlésung als Alkali 
er- eine Carbonatlésung angewandt, so wird der von Thionein stammende 
1s- Fehler unverhaltnismaBig hoch. Nach Hunzer und Mitarbeitern (J. of biol. 
Is- Chem. 65, 623, 1925) entspricht dann 1 mg Thionein kolorimetrisch 0,75 mg 
ise Harnsiure, wogegen bei Anwendung der Cyanidlésung | mg Thionein nur 
te, 0,14 mg Harnsiure aquivalent ist. Diese Fehlerquelle kann bei der Harn- 
al siurebestimmung in den abgetrennten Kérperchen sogar zu Werten von 


14 bis 17 mg-% Harnsaure fiihren! (Vgl. z. B. C. r. Soc. Biol. 111, 7, 1932.) 


J. Heller. 


Tabelle V. 





Harnsduregehalt 
Untersuchte wee Ko ie 
" rperchen 
Blutproben Plasma Kiérperchen F Autor 
Plasma 
mg-°/> mg-°/9 Jo 


12 4,23 3,03 713 St. R. Benedict 


oe 


14 4,79 2,51 52,5 Bulmer, Eagles u. Hunter * 
10 3,90 0,86 22,0 Folin 

18 4,24 2,07 49.0 Heller u. Mozotowski 
33 3,99 2,16 54,2 Heller (diese Arbeit) 
62 4,23 3,06 73,5 Kossiakowa 

20 3,925 1,975 50,3 Hsien Wu 


* J. of biol. Chem. 68, 17, 1925. 


der Blutkérperchen etwa um 55% desjenigen im Plasma schwankt. Auf 
das Wasser beider Phasen umgerechnet wirde das bedeuten, daB, wenn 
der Gehalt des Plasmawassers an Harnsaéure gleich 1 gesetzt wird, der 
Gehalt an dieser Substanz im Wasser der K6rperchen gegen 0,74 betragt. 

Dieser Befund gilt vorléufig nur fiir das Venenblut. Die schwere 
Permeabilitaét der Kérperchenmembran ]éBt naémlich an die Méglichkeit 
einer Verschiebung der Verteilung nach der Nierenpassage denken, auch 
ist der EinfluB der Aziditét in Betracht zu ziehen. 


Zusammenfassung. 

1. Im Vergleich zur Glucose ]aBt sich die Harnsiure mit der hyper- 
tonischen Wolframatlésung nach Folin viel langsamer aus den Blut- 
kérperchen auswaschen. Bei Anwendung 0,9°%iger NaCl-Lésung ist 
dieser Unterschied gegen Glucose noch ausgepragter. 

2. Auch aus dem Plasma diffundiert die Harnsaure in ausgewaschene 
Blutkérperchen viel langsamer hinein als Glucose. 

3. Fiir die Folinsche Methode der EnteiweiBung des Vollblutes 
ohne Hamolyse ist aber dieses Verhalten der Harnsaéure ohne Belang, 
da beim Anséuren mit der !/,n Schwefelsiure die Harnsdureverteilung 
gleichmaBig wird. 

4. Der Harnsauregehalt der Blutkérperchen betragt im mensch- 
lichen Venenblut gegen 55°% desjenigen im Plasma. 
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Benedict u. J. A. Behre, ebenda 92, 161, 1931. 3) O. Folin, ebenda 86, 
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Zur Kenntnis der Phosphatide siurefester Bakterien. 
Von 
Eugen Hecht. 


{us der pathologisch-anatomischen Abteilung des Schweizerischen For- 
schungsinstituts in Davos.) 


(Eingegangen am 19. Mai 1935.) 


Phosphatide sind iblicherweise als chemische Verbindungen 
definiert, die Phosphorsaure, Glycerin, héhere Fettsauren und eine 
organische, stickstoffhaltige Base enthalten wie z. B. die Monoamino- 
phosphatide Lecithin und Kephalin mit einem Verhaltnis N:P = 1: 1. 
Ks kann den Phosphatiden zuweilen das Glycerin fehlen wie dem ather- 
unléslichen Diaminophosphatid Sphingomyelin (N: P = 2: 1), oder die 
organische Base, wie den im Pflanzenreich vorkommenden stickstoff- 
freien Phosphatidsauren. 

Nach #. Chargaff! unterscheidet sich das Phosphatid der Tuberkel- 
bazillen von den bekannten Phosphatiden dadurch, daB es keine andere 
Base als Ammoniak enthalt; ferner, da8 es neben den iiblichen héheren 
Fettsdiuren noch sogenannte gesittigte fliissige Fettsauren enthialt, die viel 
diskutierte Tuberculostearin- und Phtionsaure. Letztere wird fiir die 
biologische Reaktion, d.h. fiir die Erzeugung tuberkulésen Gewebes bei 
intraperitonealer Injektion verantwortlich gemacht. Als letztes unter- 
scheidendes Merkmal ist der Kohlenhydratgehalt zu nennen. Denn bei 
saurer Hydrolyse® sind Glucose, Fructose, Mannose und Inosit, bei alka- 
lischer ein noch intaktes, aus Mannose und Inosit bestehendes Poly- 
saccharid, die Maninositose*, erhaltlich. 


Zur Charakterisierung der Phosphatide seien in Tabelle I die 
N: P-Verhaltnisse und weitere wichtige analytische Daten zusammen- 
gefaBt. 


Die Werte N: P lassen fiir Timotheegras-, Diphtherie- und bovine 
Tuberkelbazillen eventuell die Annahme eines Monoaminophosphatids 
zu, Obwohl die Phosphor- und besonders die Stickstoffprozentwerte, 
die sich nach Abzug des Zuckergehalts etwas verbessern (das sind die in 
Klammern darunter stehenden Werte), zu niedrig liegen. Die Werte N : P 
der auBerdem noch angefiihrten Bakterienphosphatide rechtfertigen 
gewisse Bedenken gegen die Kinheitlichkeit der erhaltenen Produkte 
um so mehr, als sich alle in der Literatur angegebenen Phosphatide mit 
anderen Verhaltnissen wie N:P = 1:1 bzw. 2:1 als Mischungen 
bekannter Phosphatide untereinander, mit Cerebrosiden oder phosphor- 


1 Zeitschr. f. Tuberkulose 61, 144, 1931. — * Anderson, Roberts u. 
Renfrew, Proc. Soc. exper. Biol. a. Med. 27, 387, 1930. — * Anderson u. 
Roberts, J. amer. chem. Soc. 52, 5023, 1930. 





E. Hecht: 


Tabelle I. 





Zucker Giyeerinphosphor- 


Phosphatide aus N in 9/ P in > : ; 
I . 0 si in 9% sure in 


Schildkrétentuberkel- 
bazillen? . . . | 0,889 | 3,16 
Humane Tuberke Ibazille: n? 0,4 | 27 
(0,58) | (38,88) 
Smegmabazillen! . , . | 0,894 | 2,36 
Vogel-Tuberkelbazille n? . 0589 | 2.01 
(1,24) (4,64) 
Bac. Calmette-Guérin 
(,poG")* .. .. | 0,406 | 1,58 
Timotheegrasbazillen 1 . . | 0,945 | 
(1,06) | 
Bovine Tuberkelbazillen*. | 1,0 | 
(1,11) 
Diphtheriebazillen® . . . | 0,769 
Palmityl-oleyl-Kephalin 
(Theorie). . . . || 1,95 
Palmityl-oleyl- Lecithin | 
( Theorie ee : 1,80 
Palmityl- -Sphingomyelin | 
(Theorie). ...... | 3,89 : 2: 0 


reichen Abbauprodukten erwiesen. Eine ausfiihrliche diesbeziigliche 
Diskussion erscheint demnachst ®. 

Die Annahmen friiherer Autoren fiir das Vorhandensein von Lecithin 
sind Jediglich au dem Phosphorgehalt des veraschten Fettes abgeleitet, 
also nicht hinreichend begriindet. Tamura’ setzt sich fiir das Vorliegen 
eines Diaminophosphatids in Tuberkelbazillen auf Grund seiner Ana- 
lysenwerte (P = 2,98%, N = 2,69%, N:P = 1,99:1) ein. Ein 
Vergleich mit den Werten eines nach der Theorie berechneten Sphingo- 
myelins der Tabelle zeigt beziiglich des Stickstoff- und Phosphorwertes 
bedeutende Abweichung. Das Phosphatid ist nach Tamura in Alkohol 
und in Ather véllig lislich. Sphingomyeline sind jedoch wenig léslich 
in Alkohol und weiter durch ihre Atherunléslichkeit und Glycerin- 
freiheit charakterisiert. Thierfelder und Klenk® vermuten mit stickstoff- 
haltigen Substanzen verunreinigte Monoaminophosphatide. 

Die Nachpriifung dieser Phosphatidbefunde, zunaichst die Elimi- 
nierung und Identifizierung einer mutmaBlich vorhandenen organischen 
stickstoffhaltigen Base war Gegenstand dieser Untersuchung. 


1 EB. Chargaf{, Zeitschr. f. physiol. Chem. 201, 198, 1931. — ? R. J. An- 
derson, J. of biol. Chem. 74, 535, 1927. — * #. Chargaf/, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 217, 132, 1933. — 4 Derselbe, Abderhaldens Handb. d. biol. 
Arbeitsmeth., Abt. XII, Teil 2, S. 112, 1933. — ° Derselbe, Zeitschr. f 
physiol. Chem. 201, 194, 1931. — ® Eugen Hecht, Zeitschr. f. Tuberkulose. 
— 7S. Tamura, Zeitschr. f. physiol. Chem. 87, 90, 1913. — §& Die Chemie 
der Cerebroside und Phosphatide, S. 134. Berlin, Springer, 1930. 
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Phosphatide saéurefester Bakterien. 


Methodisches. 


Als qualitative Nachweismethoden fiir Lecithin wurden die Reak- 
tionen nach Pettenkofer! und C. Casanova® auf ihre Verwendbarkeit 
gepriift. 


Die Ausfiithrung der Pettenkoferschen Reaktion' geschah sowohl nach 
den Angaben Thudichums durch Lésen der Substanz in konz. Schwefelsaure 
und Zusatz von konz. Rohrzuckerlésung (im positiven Falle Auftreten einer 
purpurroten Farbung), als auch nach Hoppe-Seyler-Thierfelder® (Versetzen 
der wasserigen Lésung mit 16% iger Rohrzuckerlésung und tropfenweisem 
Zusatz von konz. Schwefelsadure bei 70° unter Umschiitteln). Diese Reaktion 
wird, von Gallensiuren und Phosphatiden abgesehen, von Olsiéure und 
Amylalkohol, wie auch von Triolein und Octylalkohol gegeben. Bei der 
groBen Verbreitung der Olsaéure verliert die Reaktion, die namentlich bei 
vorsichtigem Unterschichten der wasserigen Lésung mit konz. Schwetel- 
siure sehr deutlich gelingt, die erforderliche Spezifitaét. Auch kann bei 
einer anderen Ausfiihrungsform* eine wisserige Rohrzuckerlésung allein 
(3 Tropfen 10% ige Lésung auf 2ccem dest. Wasser) bei 70° mit 2 c¢em 
konz. Schwefelsiure versetzt, durch ihre rotstichige Farbung eine positive 
Reaktion, wie sie mit unreinen Phosphatiden unter Umstanden erhalten 
wird, vortauschen. 

Die Casanova-Reaktion® muB auf Grund der Nachpriifung abgelehnt 
werden. Sie wird ausgefiihrt, indem man die zu untersuchende Fliissigkeit 
zur Entfernung etwa vorhandenen, angeblich die Reaktion stérenden 
Aikohols, langere Zeit auf 50 bis 60° erwarmt, dann ausathert, die atherische 
Lésung konzentriert, mit 2 cem einer 10%igen Ammoniummolybdatlésung 
und schlieBlich mit konz. Schwefelséiure versetzt. Die positive Reaktion 
wird durch das Auftreten einer iiber kirschrot, griingelb nach tiefblau iiber- 
gehenden Zone angezeigt. Die Nachpriifung der Reaktion geschah mit 
Eilecithin-Merck, Lecithin-Cadmiumchlorid, Kephalin, mit einem Gehirn- 
phosphatidgemisch, spaiter mit Triolein, Olivenél, Tributyrin und den 
Reagenzien allein. Es wurde in getrennten Versuchsreihen eine mdéglichst 
sorgfaltige Unterschichtung der Schwefelsiure ebenso vorgenommen, wie 
ein absichtliches Vermischen der Reagenzien, wobei infolge der auftretenden 
Reaktionswirme der Ather groBtenteils verdunstete. Dies war bei den Ver- 
suchen mit Lecithin, infolge der immer auftretenden intensiveren Emul- 
gierung fast durchweg der Fall. In allen Fallen, mit und ohne Lecithin, war 
die Intensitat der Blaufairbung den Lichtverhaltnissen proportional. Je 
starker die Bestrahlung (Sonne, intensiv diffuses Licht), desto starker und 
rascher trat die Blaufarbung auf. Die Reagenzien allein gaben im Dunkeln 
keine Blaufarbung. Die Hoffnung, die Casanova-Reaktion wenigstens im 
Dunkeln fiir einen Lecithinnachweis verwenden zu kénnen, erfiillte sich 
nicht, da bei diesen Bedingungen auch andere Substanzen wie Triolein, 
Olivenél und Tributyrin die positive Blaufairbung mit verschiedener Reak- 
tionsgeschwindigkeit gaben. Eine Beobachtung der angegebenen kirsch- 
roten Phase gelang nie. 


1J.L.W. Thudichum, Die chemische Konstitution des Gehirns der 
Menschen und der Tiere, 8S. 121. Tiibingen 1901. — ? Boll. Chim. Farm. 
50, 309, 1911; Ref. Chem. Centralbl. 1911, 2, 231. — * Physiologische und 
pathologisch-chemische Analyse, 8. 337. Berlin, Springer, 1924. 
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Der einwandfreie Nachweis des Lecithins muB nach Hydrolyse 
iiber die Eliminierung und Identifizierung der organischen Base Cholin 
erfolgen. Dieser Arbeitsgang wurde durchgefiihrt mit Phosphatiden, 
die lebenden, unter Aceton gesammelten humanen Tuberkelbazillen 
Stamm ,, Bethge** entstammten, in einem anderen Falle mit Bakterien, 
die vor der Extraktion durch einstiindiges Erhitzen im Dampftopf 
abgetétet waren und endlich noch mit einem aus lebenden bovinen 
Tuberkelbazillen hergestellten Phosphatid?. 

Die Phosphatiddarstellung erfolgte nach dem von Anderson gegebenen 
Schema |siehe 4 (8S. 158), 8. 93]. Eine Abweichung hiervon besteht nur 
darin, daB die lebenden Bakterien unter Aceton gesammelt wurden, hier 
bis zum negativen Ergebnis des Kulturversuchs verblieben und dann erst 
zur eigentlichen Extraktion mit Alkohol-Ather (1:1) gelangten. Die 
abgetéteten Bakterien wurden nach Auswaschen mit dest. Wasser 
direkt mit Alkohol-Ather extrahiert. Nach mehrwéchigem Stehen 
unter gelegentlichem Umschiitteln wurde die Extraktionsfliissigkeit 
unter weitgehendstem AusschluB von Licht und Luft (CO,-Atmo- 
sphire) abgehebert, das Lésungsmittel unter vermindertem Druck 
stark eingeengt, die verbleibende wasserige Emulsion im Scheidetrichter 
ausgedthert, der gelb gefairbte Ather mit dest. Wasser gewaschen, 
getrocknet (CaCl,), unter Einleiten von Kohlendioxyd unte gelindem 
Erwarmen eingeengt und zur Fallung des Rohphosphatids in das vier- 
fache Volumen Aceton eingetragen. 

Die Durchfiihrung der Phosphatidhydrolyse war abnlich der bei 
Thierfelder und Klenk? angegebenen. Das Phosphatid wurde jeweils 
mit n/10 Salzséure (auf 10mg Substanz je Icem n/10 Salzsaure) 
12 Stunden am Riickflu8 erhitzt, nach Erkalten die Hydrolysen- 
fliissigkeit filtriert und mit basischem Bleiacetat die Glycerinphosphor- 
sdyre als voluminéser Niederschlag ausgefallt und abzentrifugiert. 

Die klare iiberstehende Fliissigkeit wurde nach Verdiinnen mit 
Wasser und Zusatz von etwas Salzsiure mit Schwefelwasserstoff voll- 
stindig (!) entbleit und das Filtrat im Vakuum bei niedriger Tem- 
peratur zur Trockene eingedampft, der Riickstand im Claisen-Kolben 
dreimal mit Alkohol und Salzséure aufgenommen und wiederholt zur 
Trockene gebracht, bis Essigsiure und schlieBlich Salzsiure véllig 
entfernt waren. Der Trockenriickstand im Claisen-Kolben wurde mit 
heiBem Alkohol aufgenommen, die Lésung filtriert, eingeengt und mit 
heiB gesattigter alkoholischer Sublimatlésung versetzt. Eine sofort 


! Hetr Professor B. Lange, Robert Koch-Institut, Berlin, stellte mir 
liebenswiirdigerweise 150 mg Phosphatid boviner Tuberkelbazillen zur Ver- 
fiigung, wofiir ich auch an dieser Stelle danken méchte. — ? Die Chemie 
der Cerebroside und Phosphatide, 8. 110. Berlin, Springer, 1930. 
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auftretende Triibung lieB bereits einen Cholingehalt vermuten. Nach 
Zusatz von festem Sublimat und mehrtagigem Verweilen im Kisschrank 
wurde abfiltriert, der auf dem Filter bleibende geringe Niederschlag 
dreimal mit dest. Wasser ausgekocht (wobei das Quecksilberdoppelsalz 
des Cholins in Lésung geht'), die waisserige Lésung mit dem alkoholischen 
Filtrat vereinigt und im Vakuum bei niedriger Temperatur zur Trockene 
eingedampft. Der Trockenriickstand wurde mit dest. Wasser auf- 
genommen, mit Salzséure angesdiuert, das Quecksilber als Sulfid gefallt 
(Vollstandigkeitspriifung), abfiltriert und das Filtrat wiederum im 
Claisen-Kolben zur Trockene gebracht. Nach dreimaligem Auskochen 
des Trockenriickstands mit absolutem Alkohol wurden die Filtrate auf 
dem Wasserbad eingeengt und zur Fallung des Cholins mit alkoholischer 
Platinchloridlésung versetzt. 

Stets wurden an dieser Stelle Niederschlage, besonders reichlich im 
Falle boviner Tuberkelbazillen erhalten. Nach Abzentrifugieren der 
Niederschlage wurde jeweils die iiberstehende alkoholische Fliissigkeit 
im Claisen-Kolben zur Trockene eingedampft, der Riickstand mit etwa 
50 bis 60 cem dest. Wasser aufgenommen, mit Salzsiure angesiuert 
und das Platin mit Schwefelwasserstoff ausgefallt. Zur Vervollstandigung 
der Fallung war Erwaérmen unvermeidlich. Das platinfreie, im Claisen- 
Kolben bis zur Sirupkonsistenz gebrachte und mit wenig konz. Salzsaure 
aufgenommene Filtrat wurde mit sehr konz. Goldchloridlésung zur 
Fallung eventuell vorhandenen Colamins, der Base des Kephalins, 
versetzt. In keinem Falle konnte das Auskristallisieren eines Colamin- 
goldsalzes erreicht werden. Ob das Untersuchungsmaterial colaminfrei 
oder die Nichtauffindung eine Frage der zu geringen Mengen Ausgangs- 
materials ist (zur Hydrolyse kamen Mengen von 150 mg bovinem und 
etwa 500 bzw. 700 mg humanem Tuberkelphosphatid), kann noch nicht 
entschieden werden. Der Verlauf der Hydrolyse war jedoch ordnungs- 
gemaB, wie eine zur Kontrolle durchgefiihrte Hydrol yse eines Phosphatid- 
gemisches aus Schweinehirn zeigte. Es konnten in diesem Falle sowohl 
Cholin als Platinsalz und Colamin als Goldsalz einwandfrei isoliert und 
identifiziert werden. 

Zum Nachweis des Cholins auf biologischem Wege verfuhr ich wie 
folgt: Die zum Versuch gelangenden Cholinplatinchloride wurden in 
dest. Wasser gelést, mit Salzséure angeséuert, das Platin vollstandig 
mit Schwefelwasserstoff ausgefallt und die platinfreien Filtrate im 
Claisen-Kolben zur Trockene eingedampft. Die Riicksténde wurden mit 
absolutem Alkohol mehrmals ausgezogen, in ein Reagensglas filtriert 
und mit Hilfe eines Siedesteinchens unter staéndigem Schiitteln auf dem 
Wasserbad vorsichtig bis fast zur Trockene eingedampft. Die Trocknung 


' F. Wrede, E. Strack u. E. Bornhofen, Zeitschr. f. physiol. Chem. 183, 
129, 1929. 
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wurde im Vakuumexsikkator vervollstandigt und dann nach einer von 
M. Guggenheim und W. Léffler! angegebenen Weise die Trockenriick- 
stiande zur Uberfiihrung des Cholins in das biologisch wirkungsvollere 
Acetylcholin mit je etwa 1 cem Acetylchlorid versetzt, in Réhrchen ein- 
geschmolzen und einzeln in Tiicher eingeschlagen und im bedeckten 
siedenden Wasserbad 1 Stunde erhitzt. Die Inhalte der zum Versuch 
geoffneten Réhrchen wurden im Vakuum zur Trockene verdampft, die 
{iickstaénde soweit dies méglich war, in dest. Wasser gelést und sowohl 
am tberlebenden Kaninchendarm, als auch am isolierten Froschherz 
geprift und mit frischen Acetylcholinlésungen verglichen ”. 

Die im Laufe der Arbeit zitierten Phosphor- und Stickstoffreaktionen 
wurden nach FuBnote 3 (S. 159), 8S. 50, ausgefiihrt. 


Hydrolyse der Phosphatide humaner und boviner Tuberkelbazillen. 

Zuniichst soll von Beobachtungen die Rede sein, die bereits vor 
der Durchfiihrung der Phosphatidhydrolysen zugunsten der Anwesenheit 
von Lecithin sprachen. Mit geringen Bakterienmengen durchgefiihrte 
orientierende Versuche, die Phosphatide saéurefester Bakterien nach 
einem allgemein tiblich gewordenen Schema, d. h. nach Trocknung mit 
Aceton, nachfolgender Extraktion mit Petrolather und Fallen der 
petrolatherischen Lésung mit Aceton herzustellen, ergaben, daB sowohl 
aus den bei Zimmertemperatur wie auch in der Siedehitze am RiickfluB 
gewonnenen Acetonextrakten humaner Tuberkelbazillen (Stamm 
,, Bethge’’) nach Eindampfen im Claisen-Kolben und Aufnehmen des 
Trockenriickstands in Petrolather (oder auch in Chloroform) aus den fil- 
trierten Lésungen Fallungen mit Aceton, nicht dagegen mit Alkohol — 
auch nicht nach mehrtégigem Stehen — erhalten werden konnten. 
Dieser Befund erscheint wichtig, da der nach Anderson zur Phosphatid- 
gewinnung hergestellte Atherextrakt nicht nur mit Aceton, sondern 
auch mit Alkohol sofort eine Fallung gibt. Die Alkoholfallung betragt 
zunachst nur etwa 20°, des Gewichts der Acetonfallung, erreicht jedoch 
nach eintaégigem Stehen bereits 80°. Die Eliminierung von Phospha- 
tiden aus den Acetonausziigen entspricht einer Beobachtung von 
Levene und Rolf?. Die genannten Verfasser konnten trockenem Gewebe 
mit Aceton einen Teil der Phosphatide entziehen, aus dem die Ge- 
winnung eines reinen Lecithins tiber die Chlorcadmiumverbindung und 
Zerlegung derselben verhaltnismaBig leicht war. Ubereinstimmende 
Verhaltnisse lieBen sich an einem zur Trocknung des Materials her- 
gestellten Acetonextrakt aus Schweinehitn beobachten. Es scheinen 
lediglich in dem Falle séurefester Bakterien baw. Tuberkelbazillen 


1 Diese Zeitschr. 74, 209, 1916. 2 Die Ausfiihrung der eigentlichen 
biologischen Versuche hatte die Liebenswiirdigkeit Herr Dr. WM. Guggenheim, 
Hoffmann La-Roche, Basel, zu vermitteln, wofiir ich auch an dieser Stelle 
danken méchte. 3 J. of biol. Chem. 46, 198, 1921. 
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stabilere Verhaltnisse zu heirschen, da die Fallungen hier nie so augen- 
blicklich erfolgten, wie bei den entsprechenden Praéparaten aus Hirn. 
Die Cadmiumchloridfallung aus einem Acetonextrakt der von humanen, 
lebend zur Extraktion gelangten Tuberkelbazillen stammte, gab positive 
Phosphor- und Stickstoffreaktionen. Und zwar wurden hier nicht wie 
sonst nur starke Phosphor- und spurenhafte Stickstoffreaktionen, 
sondern neben deutlichen Phosphor- ebensolche Stickstoffreaktionen 
erhalten. 

Vielleicht lieBen sich aus den Acetonausziigen und bei Benutzung 
des selektiveren Petroléthers als Lésungsmittel analytisch besser 
charakterisierte Phosphatide gewinnen. Ich bin zur Beantwortung dieser 
Frage umstandehalber leider nicht mehr in der Lage, und daraus erklart 
es sich auch, da die Hydrolysen zur Isolierung der organischen, stick- 
stoffhaltigen Base nur mit nach Anderson hergestellten Phosphatiden 
durchgefiihrt wurden. 

Die Acetonausziige von Smegmabazillen, die lebend und bei Zimmer- 
temperatur extrahiert wurden, ergaben weitgehend eingeengt mit 
Alkehol versetzt, nach 24stiindigem Stehen im Eisschrank Ausschei- 
dungen. Diese, falls die Beobachtungen Levene und Rolfs auch in dem 
vorliegenden Falle zutreffen sollten, fett- und lecithinhaltige Masse gab 
positive Phosphor-, Stickstoff- und Zuckerreaktionen (nach Molisch). 
Das verbleibende alkoholische Filtrat ergab nach einigem Stehen auBer- 
dem noch eine phosphorhaltige Fallung mit alkoholischer Cadmium- 
chloridlésung. 

DaB bei den entsprechenden Acetonextrakten aus Timotheegras- 
bazillen und Bacillus Calmette-Guérin (,,BCG."*) nach Eindampfen im 
Vakuum und Aufnehmen des Riickstandes in Petrolather keine Fallungen, 
weder mit Alkohol noch mit Aceton, bei bovinen Tuberkelbazillen ,,G A.‘ 
mit Aceton nur eine minimale Triibung erhalten werden konnte, mu8 
vielleicht auf zu kleine Mengen Ausgangsmaterial zuriickgefiihrt werden. 
Vielleicht gibt hierfiir aber auch die folgende Beobachtung eine Er- 
klarung. Die nach Acetonextraktion namentlich bei Siedehitze her- 
gestellten Petrolatherausziige gaben gerade in den Fallen, wo der Aceton- 
extrakt keine oder unscheinbare Fallungen erméglichte, nach einigem 
Stehen starke Ausscheidungen bei Alkohol- oder Acetonzusatz. So 
lieferte der in der Hitze hergestellte Petrolatherextrakt humaner 
Tuberkelbazillen mit Aceton nur minimale Triibungen, wahrend die 
Petrolatherextrakte von Timotheegrasbazillen, ,,BCG.‘ und bovine 
Tuberkelbazillen ,,GA.*‘ beachtliche Ausscheidungen mit Aceton, nach 
langerem Stehen auch mit Alkohol ergaben. Man kénnte also gerade in 
den Fallen, in denen mit den primaren Acetonextrakten keine Resultate 
erreicht werden, mit einer weiteren Petrolaétherextraktion Produkte 
erhalten, die sich in ihren Eigenschaften der herkémmlichen Phosphatid- 
definition vielleicht nahern. 

ii* 








164 Kk. Hecht: 


Weiter ist erwahnenswert, daB bei wiederholter Alkohol-Ather- 
extraktion desselben Bakterienmaterials zur Gewinnung einer zweiten 
Phosphatidausbeute nach Anderson ein Produkt erhalten wird, das mit 
dem der ersten Phosphatidausbeute annahernd gleichen Phosphor-, 
nicht dagegen gleichen Stickstoffgehalt aufweist. Die zweite Phosphatid- 
ausbeute ist wesentlich stickstoffarmer, gelegentlich sogar stickstoffrei. 
Kine Vereinigung der beiden Ausbeuten kénnte also unter Umstanden 
fiir die bisher so niederen Stickstoffprozentwerte mit verantwortlich 
gemacht werden. Aber auch bei der Untersuchung der Phosphatid- 
fallungsmutterlaugen lebend und abgetétet zur Verarbeitung gelangter 
humaner Tuberkelbazillen zeigt sich eine gewisse Analogie mit den Ver- 
haltnissen bei bekannten Phosphatiden. Die im Vakuum zur Trockene 
eingedampften ather- und acetonhaltigen Fallungsmutterlaugen geben 
nach Aufnahme in Petrolither mit Alkohol eine sehr geringe, mit 
Aceton hingegen nach langerem Stehen eine beachtenswerte phosphor- 
und spurenweise stickstoffhaltige Fallung. Dieser Befund steht in 
Widerspruch mit einer von Kalloés und Kallés-Deffner’ gemachten 
Angabe, derzufolge die ather-acetonlésliche Fraktion weder Phosphor 
noch Stickstoff enthalt. 

Bei der Hydrolyse der Phosphatide Jebend wie auch abgetétet 
extrahierter humaner (Stamm _ ,,Bethge‘) und lebender boviner 
Tuberkelbazillen wurde nach dem methodischen Teil verfahren. Die 
erhaltene Ausbeute an Glycerinphosphorsiure aus bovinem Tuberkel- 
phosphatid war gegeniiber der aus einem Palmityloleyllecithin theoretisch 
zu erwartenden Menge etwas héher. Die aus lebenden bovinen wie 
humanen Tuberkelbazillen stammenden Glycerinphosphorsaiurefallungen 
geben positive Reaktionen nach Molisch (nicht nach Fehling), woraus 
sich vielleicht der GewichtstiberschuB erklaren li6t. 

_Auf Grund der Beobachtung, daB der nach Hydrolyse mit n/10 
Salzsiure verbleibende Riickstand stets positive Phosphor- und gelegent- 
lich schwach positive Stickstoffreaktionen gab, wurde ein noch phosphor- 
und = stickstoffhaltiger Hydrolysenriickstand eines aus abgetéteten 
humanen Tuberkelbazillen stammenden Phosphatides einer noch- 
maligen zweistiindigen Hydrolyse mit 6° iger methylalkoholischer 
Barytlauge unterworfen. Die Aufarbeitung wurde aufgegeben, als mit 
alkoholischer Sublimatlésung weder Fallung, noch Triibung, auch nicht 
nach langem Stehen erhalten wurde. 

Nach Anleitung des methodischen Teiles wurden endlich aus 
humanen und bovinen Tuberkelbazillen Fallungen mit alkoholischer 
Platinchloridlésung erhalten, die die Annahme des Cholins zu recht- 
fertigen schienen. Die nur teilweise kristallisierten Produkte waren 
unrein, heller gefairbt wie Cholinplatinchlorid und lieBen sich mit Hilfe 


! Zeitschr. f. Tuberkuloseforschung 42, 8, 1935. 
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des Mischschmelzpunktes mit einem zu diesem Zwecke aus Eilecithin- 
Merck hergestellten reinen Cholinplatinchlorid nicht identifizieren. Ein 
Umkristallisierversuch, der geringen und zudem verunreinigten Substanz- 
mengen nach MW. Kauffmann und D. Vorldnder aus einer Mischung von 
4 Volumen Wasser und 5 Volumen Alkohol brachte kein Ergebnis. 

Ks handelte sich um organische Substanzen, da beim Gliihen 
derselben auBer Pt nahezu keine anorganischen Riickstande blieben. 
3eim Erwarmen der Substanzen mit Kalilauge konnte ein mehr oder 
weniger deutlicher Trimethylamingeruch wahrgenommen werden. 

Um eine Identifizierung doch noch zu erméglichen, wurden die 
unter dem Polarisationsmikroskop isotropen Kristalle nach einer 
gleichfalls von Kauffmann und Vorldnder angegebenen Mikromethode 
auf dem Objekttrager in einem Tropfen dest. Wasser iiber der Spar- 
flamme des Bunsenbrenners gelést und die Lésung vorsichtig ein- 
gedampft. Dabei verwandelten sich die vorher isotropen Kristalle in 
stark doppelbrechende. Der beobachtete Dimorphismus, der in allen 
Kinzelheiten mit den Beobachtungen an einem aus Eilecithin-.Werck 
stammenden Cholinplatinchlorid tibereinstimmte, macht das Vorliegen 
von Cholin bzw. Lecithin wahrscheinlich. 

Als letzter Beitrag zur Identifizierung wurden die Substanzen am 
iiberlebenden Kaninchendarm und am isolierten Froschherz geprift 
und hierbei im Falle humaner schwach positive, im Falle boviner 
Tuberkelbazillen wesentlich starkere positive Reaktionen erhalten. 


Zusammenfassung. 

Es werden auf Grund von Untersuchungen an _ verschiedenen 
Bakterien der sdurefesten Gruppe Beobachtungen mitgeteilt, die fiir 
einen Lecithingehalt derselben sprechen und ein Weg vorgeschlagen, der 
eventuell die Gewinnung von analytisch besser charakterisierten 
Phosphatiden erméglicht. 

Es werden zum Zweck eines qualitativen Lecithinnachweises die 
Reaktionen von Pettenkofer und Casanova nachgepriift und die letztere 
als unbrauchbar befunden. 

Es werden zur Untersuchung der stickstoffhaltigen organischen 
Base nach Anderson hergestellte Phosphatide aus humanen und bovinen 
Tuberkelbazillen hydrolysiert. Die mit Platinchlorid erhaltenen 
Fallungen machen es auf Grund des beobachteten Dimorphismus der 
Kristalle und der positiven biologischen Versuche wahrscheinlich, dab 
zum Teil Cholin vorliegt und somit Lecithin einen Bestandteil des 
Andersonschen Phosphatids darstellt. 


1 B. 48, 3, 2735, 1910. 








Die Theorien der Narkose von H. H. Meyer, Overton, Kurt Meyer, 
Traube und Warburg. Erwiderung an Kurt Meyer. 
Von 
I. Traube. 
(Chemical Department University Edinburgh Kings Buildings.) 


(Eingegangen am 25. Mai 1935.) 


Kurt H. Meyer hat in seiner Arbeit: Beitrage zur Theorie der 
Narkose, welche er gemeinsam mit H. Hemmi im AnschluB an friihere 
Arbeiten in dieser Zeitschrift! veréffentlichte, die verschiedenen 
Theorien der Narkose kritisch besprochen, und indem er selbst die 
Theorie der Lipoidléslichkeit seines Vaters Hans Horst Meyers sowie di 
Ernst Overtons in erweiterter Form annimmt, verhalt er sich ablehnend 
gegen die Adsorptionstheorien von insbesondere O. Warburg? und die- 
jenige Theorie der Grenzflachenspannung®, welche von mir ausgeht 
und auch den Ausgangspunkt der Warburgschen Theorie bildet. 

Ks sei mir gestattet, hierauf zu erwidern, indem ich das Wesen der 
verschiedenen Theorien kurz nebeneinander erértere. 

1. Die Narkosetheorie der Lipoidléslichkeit wurde von E. Overton 
und H.H. Meyer unabhangig voneinander begriindet. Nach diesen 
Autoren war die mehr oder weniger groBe Léslichkeit der Narkotica in 
den in der Zelloberfliche iiberall angenommenen Lipoiden fiir die Auf- 
nahme und Wirkung der Narkotica entscheidend. Im allgemeinen, aber 
keineswegs immer, zeigte sich, daB der Teilungskoeffizient zwischen O1 
und Wasser der narkotischen Wirkung parallel ging. 

2. Diese Theorie erhielt nun eine Konkurrenz, als der Verfasser 
dieser Mitteilung feststellte, daB die Oberflachenspannungen der in 
Wasser geliésten Narkotica der narkotischen Wirkung nicht nur parallel 
gingen, sondern da sogar quantitative Beziehungen galten, wie sie 
besonders in der Traubeschen Regel sowie auch den Arbeiten von 
Czapek und Kisch* zum Ausdruck kamen. 

Nach Taubes Theorie ist fiir die Wanderung von in Wasser 
gelésten Stoffen an die Grenzflachen der Zellen das bekannte Gibbssche 
Prinzip maBgebend. Als der Verfasser dieser Mitteilung im Jahre 1904 
zuerst iiber die Narkose Betrachtungen anstellte, waren Grenzflachen- 


' Kurt H. Meyer u. Hemmi, diese Zeitschr. 277, 39, 1935; Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 112, 55, 1920; 126, 281, 1923. — * Warburg u. Wiesel, Pfliigers 
Arch. 144, 465, 1912; Warburg, diese Zeitschr. 119, 134, 1921. —? JI. Taube, 
Pfliigers Arch. 105, 541, 1904; 123, 419, 1908; 132, 511, 1910; 140, 109, 1911; 
1538, 276, 1913; 160, 501, 1915; 218, 749, 1927; diese Zeitschr. 120, 111, 1921; 
158, 335 u. 358, 1924. — 4 Vel. Traube, Pfliigers Arch. 158, 287 u. 288, 1913. 
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spannungen sehr wenig bekannt und man war damals gendétigt, von 
Oberflaichenspannungen zu sprechen, obwohl man sich stets bewubt 
war, daB Stoffe oberflacheninaktiv und grenzflichenaktiv bzw. grenz- 
flacheninaktiv und oberflichenaktiv sein konnten. Dies wurde von mir 
stets hervorgehoben, und als gegen meine Ansichten wiederholt geltend 
gemacht wurde, da die besten Narkotica, wie Chloroform und andere 
Chlorhalogene, nicht oberflachenaktiv seien, wies ich darauf hin, daB 
derartige Stoffe aber sehr grenzflachenaktiv sein kénnten'. 

In mit P. Klein gemeinsam ausgefiihrten Arbeiten? gelang es, 
ultramikroskopisch viele Hunderte winzig kleiner schnell beweglicher 
Chloroform- und Tetrachlorkohlenstoffsubmikronen usw. zu beobachten, 
und mir und meinem Schiller von Behren® war es moéglich, die Sub- 
mikronen von Chloroform, Benzol usw. in starker Konzentrierung in 
Form einer Gibbsschicht an der Grenze von Fliissigkeit/ Luft anzu- 
sammeln. Stoffe wie Chloroform usw. sind nur submikronisch in Wasser 
gelést. Solche kolloidal gelésten Stoffe erniedrigen die Oberflachen- 
spannung in sehr geringem Grade, zum Teil auch, weil infolge des hohen 
Dampfdrucks die Oberflache zu schnell die Submikronen abgibt?, 
wenn man nicht an Stelle der Luftatmosphare nach dem Vorschlage von 
Frumkin® etwa eine Chloroformatmosphare schafft. Wesentlich fiir 
meine theoretischen Ansichten ist nach den neuen Entwicklungen nicht 
die Oberflachenspannung, sondern die Grenzflachenspannung, bzw. auch 
jene van der Waalssche GréBe, welche ich als Haftintensitat® bezeich- 
nete. Narkotica sind Stoffe, deren Haftintensitat am Wasser gering 
ist, welche infolgedessen an die Grenzflache wandern und dort zunachst 
in Form einer mehr oder weniger stabilen Grenzschicht adsorbiert 
werden. Die Stoffe kénnen molekulardispers und kolloiddispers in 
Wasser gelést sein, nur die ersten Teilchen wirken wesentlich auf die 
Oberflichenspannung erniedrigend. 

Die Grenzflachenkrafte bestimmen die Wanderung an die Grenz- 
flache. Was die Aufnahme und die Wanderung in der Zelle betrifft, so 
wurde von mir stets hervorgehoben, daB die Lipoidléslichkeit eine groBe 
Rolle spielt und ganz besonders wurde dies nahegelegt, als durch die 
Arbeiten meiner Schiller Tomita’? und Yumikura* festgestellt wurde, 
daB beispielsweise Sauren von verschiedener Oberflachenaktivitat, wie 
Butterséure und Essigséure, gleich schnell in die Gelatine oder in ein 
EiweiBgel eindringen und in diesen Gelen vordringen. Sind aber Lipoide 


' Traube, Pfliigers Arch. 218, 755 u. 763, 1927. — # Siehe Traube u. 
Klein, diese Zeitschr. 120, 115, 116, 117, 119, 120, 1921. — 8 Traube u. 
von Behren, Zeitschr. f. physik. Chem. A, 188, 98, 1928. 4 Traube, 
Pfliigers Arch. 158, 307, 1913. — ° Vgl. Traube, ebenda 218, 753, 1927. 
— ® Derselbe, Kolloidchem. Beih. 37, 120, 1933. — 7 Tomita, diese Zeitschr. 
158, 335, 1924. — 8 Yumikura, ebenda 157, 378, 1925. 
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vorhanden, so dringt die Butterséure schneller ein und es zeigen sich 
hier die bekannten parallelen Beziehungen zwischen Oberflachen- 
aktivitat und Lipoidléslichkeit. 

Auf Grund dieser Arbeiten kam ich zu dem folgenden Ergebnis': 
Die Grenzflachenaktivitaét ist maBgebend fiir die Ansammlung der in 
Wasser gelésten Stoffe nach Gibbs in der Grenzflache. Die Chance de1 
Adsorption und des Eindringens in die Zellphase ist von der Konzentra- 
tion in der Grenzflache abhangig. Die stark wasserléslichen Narkotica 
wie Athylalkohol, Urethan usw. bevorzugen, soweit sie in der Zelle 
wandern, den Wasserweg, die weniger wasser- und mehr lipoidléslichen 
Narkotica wie die héheren Alkohole, Fettséuren usw. bevorzugen 
indessen den Lipoidweg. Hier machen sich die Beziehungen zwischen 
Osmose, Grenzflichenaktivitat und Lipoidléslichkeit geltend. In dieser 
Weise diirften die Grenzflachenaktivitatstheorie und die Lipoidtheorie 
miteinander verkniipft werden. Grenzflachenkrafte sind maBgebend fiir 
die Beférderung und Adsorption der narkotischen Stoffe an die Grenz- 
fliche. Im Innern der Zelle iibernimmt aber die Lipoidléslichkeit, 
welche den Grenzflichenspannungen der Narkotica im allgemeinen 
parallel geht, den weiteren Transport der eigentlichen Narkotica, 
soweit dieselben nicht an der Grenzflache oder in deren Nahe adsorbiert 
bleiben. 

Damit ist aber die Wirkung der Narkotica nicht erkldrt. Diese 
Wirkung wird erst verstandlich, wenn man an die bekannten und von 
mir wiederholt besprochenen Arbeiten von Batelli und Stern, Vernon 
sowie auch Warburg u.a. denkt, durch welche dargetan wurde, dab 
die narkotische Wirkung den verschiedensten Vorgangen wie Koagula- 
tionsvorgangen, Oxydationsverlangsamungen, Fermentlihmungen, Ab- 
schwachungen der Intensitét der Nervenimpulse durch Verminderung 
der Potentialdifferenzen parallel geht. Die Narkotica wirken, wie von 
mir ¢ingehend in verschiedensten Abhandlungen erértert wurde, als 
negative Katalysatoren® (Hefe- und Zymasegarung, Invertasewirkung 
auf Zucker usw.). 

Hier ist in erster Linie der Kernpunkt meiner Theorie zu suchen. 
Die Einwande, welche hiergegen gemacht werden, erscheinen mir nicht 
stichhaltig. 

3. Warburg hat unter Zugrundelegung meiner Theorie eine Theorie 
der Narkose entwickelt, welche von Winterstein in seinem Werke iiber 
,,Die Narkose“ an die erste Stelle gesetzt wird. 

Winterstein hat sich durch eine Gleichung bestechen lassen, von 
welcher er sagt, ,,daB dieselbe, auch wenn sie noch keine direkt experi- 
mentelle Bestatigung am lebenden Substrat erfahren hat, wahrscheinlich 


' Traube, diese Zeitschr. 158, 358, 1924. — ? Derselbe, Pfliigers Arch. 
158, 276, 1913; 160, 505 f., 1915. 
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den vollkkommensten und umfassendsten Ausdruck der GesetzmaBig- 
keiten darstellt, die den narkotischen Wirkungen zugrunde liegen“. 
ich bin der Ansicht, daB diese Gleichung zwar sehr bestechend erscheinen 
mag, aber sehr bedenklich ist und dab die Warburgsche Theorie gegen- 
iiber meiner eigenen Theorie, von welcher sie sich ableitet, keinen 
wesentlichen Fortschritt bedeutet. Sehr wertvoll sind indessen Warburgs 
experimentelle Arbeiten, durch welche er im AnschluB an andere 
\rbeiten! zeigt, daB entsprechend der narkotischen Wirkung die 
Oxydationswirkung der verschiedensten Zellarten gehemmt_ wird, 
ebenso die Hefegirung und die Invertasewirkung auf Zucker usw. Und 
Warburg zeigte alsdann, daB diese Beziehung zwischen narkotischer 
Wirkung und Hemmungsvorgangen nicht nur bei lipoidhaltigen Zellen 
statthatte, sondern auch bei lipoidfreien Zellen. Durch diese experi- 
mentellen Beitrage stiitzte Warburg die Gedanken, welche zuerst von 
Verworn? geauBert und dann namentlich auch von mir verteidigt wurden 
(siehe weiter oben). Aber Warburgs Theorie deckt sich, soweit sie haltbar 
ist, in allen wesentlichen Einzelheiten mit der meinigen. Warburg gibt 
an’, ich hatte in der Abhandlung! folgendes gesagt: ,,Ein Stoff dringt 
um so schneller in die Zellen ein, je starker er die Oberflichenspannung 
der umspiilenden Lésung erniedrigt. Er wirkt um so stirker, je schneller 
er eindringt. Isokapillare Lésungen verschiedener Narkotica wirken 
gleich, weil aus ihnen in der Zeiteinheit gleiche Mengen Narkotica in die 
Zellen eindringen.*‘ ,,Diese Theorie ist nicht haltbar. Insbesondere 
iibersieht T'raube, daB die Wirkungsstarke der Stoffe im Verteilungs- 
gleichgewicht gemessen wird, daB also Verschiedenheiten der Wirkungs- 
starke nicht durch Verschiedenheit der Eintrittsgeschwindigkeiten 
erklart werden kénnen‘. Warburg hat hier willkiirlich verschiedene 
gelegentliche AuBerungen von mir, die doch einen etwas anderen Sinn 
haben, zusammengestellt. Wenn ich auf die nahen Beziehungen der 
narkotischen Wirkung und der Geschwindigkeiten hinwies, mit welcher 
die Narkotica entsprechend der GréBe der Oberflachenspannungen in 
die Zellen eindringen, so war ich mir stets bewuBt. dab die Adsorptions- 
gréBen Funktionen der Oberflichen- bzw. Grenzflachenspannungen 
sind, und ich habe auf die Beziehungen zwischen jener GréBe und der 
narkotischen Wirkung nicht mit der Absicht hingewiesen, die Warburg 
mir zuschreibt. Ich habe mich in der von Warburg zitierten Abhandlung® 
deutlich dahin ausgesprochen, daB ich die narkotische Wirkung als 
einen Hemmungsvorgang auffasse und die Wirkung der Narkotica als 
eine Wirkung negativer Katalysatoren ansehe. Warburgs adsorptions- 
theoretische Anschauungen ergeben sich nun aus der folgenden Tabelle. 


1 Vgl. Traube, Pfliigers Arch. 153, 278 f., 1913. — ? De rselbe, ebenda 
158, 276, 1913. — * Warburg, ebenda 119, 137, 1921. — 4 Ebenda 153, 


276, 1913. 5 Ebenda 153. 
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Es handelt sich um die Oxydation von Cystin an einer Kohler oberflach: 
bei Gegenwart von Narkoticis. 


Tabelle. 





Molare Kon- 
zentration-c 
fiir gleiche 

Hemmung der 


xz Millimole 
adsorbierten 


| 
Substanz ; A 2). 
Narkoticums | a (MR.)*!3 = K 
| 


Cystin- pro g Koble 

oxydation 
Dimethylharnstoff (asymmetrisch) 0,03 a1 9,0 
Diathylharnstoff (symmetrisch) . 0,002 0,68 6,9 
Phenylharnstoff........ 0,0002 0,76 8,0 
MRE 2s guns ook cer 6 0,17 12 1,3 
WOON 6a, 05. ce a 0,003 0,62 6,9 
BON oe a yy a et arr 0,073 1,33 8.3 
Methylphenylketon . ..... 0,0004 0,73 8,0 
PS Ce ec 0,0015 0,87 7,9 
BORODIN ww kc 0,2 1,5 wat 


Gibt man nach Warburg zu einer gleichen Menge Kohle und Cystin 
soviel verschiedene Narkotica, daB dieselbe Menge Cystin verdrangt 
wird und mifBt im Zusatz gleicher Verdrangung einerseits die Narkoticum- 
konzentration ¢ in der Lésung, andererseits die von der Gewichtseinheit 
Kohle adsorbierte Narkoticummenge, so findet man die Unterschiede 
der Werte im Vergleich zu den Unterschieden der c-Werte relativ klein. 
(Siehe die beiden ersten Spalten der Tabelle.) Nimmt man nun mit 
Langmuir an, da} nur eine monomolekulare Schicht von Molekiilen sich 
anlagert, und berechnet nach Clausius- Mossotti aus der Molekular- 
refraktion die Flache, welche jedes -- wiirfelférmig gedachte — Molekiil 
einnimmt, so gelangt man zu den in der letzten Spalte enthaltenen Mol- 
zahlen, und Warburg?! schlieBt: ,,Dann ist die Wirkung unabhangig von 
der chemischen Natur des adsorbierten Narkoticums und bestimmt 
durch die Zahl der adsorbierten Molekiile einerseits, der von jedem 
Molekiil beanspruchten Flache andererseits.**‘ 

Mir scheint es: Warburg hatte an dieser Stelle schreiben sollen: ,,Dann 
ist die Wirkung unabhangig von der chemischen Natur des adsorbierten 
Narkoticums, aber die Menge des Narkoticums, welches aus der Lésung an 
die Oberfliche der Kohle wandert, ist sehr abhangig von der Natur des 
Narkoticums und ist bestimmt durch die von J. Traube festgestellten Be- 
ziehungen zwischen Oberflichenaktivitat bzw. Grenzflachenaktivitat und 
narkotischer Wirkung.** Diese Formulierung ware objektiver gewesen und 
in Wirklichkeit interessiert uns ja die Wirkungsstirke der adsorbierten 
Molekiile weniger als die Wirkungsstarke der noch nicht adsorbierten Mole- 
kiile, welche fiir die verschiedenen Narkotica sehr verschieden ist. 

Die Ausfiihrungen Warburgs (auf der folgenden Seite) iiber die 
Beziehungen von Grenzflichenspannung und Wirkungsstarke (ohne 
Nennung meines Namens) scheinen mir nicht ganz zutreffend in An- 


' Warburg, diese Zeitschr. 119, 146, 192). 
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hetracht der rein empirischen Isotermengleichung. Sehr bedenklich 
erscheint mir die Annahme, daB Langmuirs Theorie hier anwendbar sei, 
vanz besonders, wenn wir die Kohle durch lebendes Gewebe ersetzen 
wollen!. Auch ware immerhin zu iiberlegen, wie die neue Atomtheorie 
die Clausius- Mossottische Theorie bewertet. 

4. Auf die neueste Veréffentlichung von Kurt H. Meyer und 
H. Hemmi, Beitrdge zur Theorie der Narkose, in dieser Zeitschrift, sei, 
ohne auf alle Einzelheiten einzugehen, folgendes erwidert: Aurt Meyer 
ist der Ansicht, daB die Lipoidléslichkeit der hauptsachlichste Faktor 
ist, der in bezug auf die Theorie der Narkose in Betracht kommt. Meyer 
und Hemmi sind der Ansicht, ,,daB die von T'raube bei der Narkose 
gefundene geometrische Reihe nur bedeutet, daB es sich um ein Ver- 
teilungsgleichgewicht zwischen der Umgebung und der fiir die Narkose 
entscheidenden Zellelemente handelt*‘, und er leugnet den Zusammen- 
hang von Kapillaritét und narkotischer Wirksamkeit bei Substanzen 
verschiedenartigen Charakters?, indem er bemerkt, ,,sowohl unter 
kapillaraktiven wie andererseits kapillarinaktiven Substanzen gibt es 
starke Narkotica, wie auch Mittel, die keinerlei narkotische Wirkung 
austiben**. Es wird darauf hingewiesen, ,,7raube selbst sei tibrigens 
von seinem urspriinglichen Standpunkt abgegangen und durch Fort- 
fiihrung seiner Versuche zu einer Auffassung gelangt, die von derjenigen 
H.H. Meyers und Overtons nicht mehr sehr weit abweiche*. 

Ich habe bereits in meiner ersten Abhandlung® gezeigt, daB die 
Traubesche Regel auch fiir die Verteilung gilt. Methylacetat, Athyl- 
acetat und Propylacetat verteilten sich in dem System Benzol/Wasser 
so, daB fiir zwei benachbarte Glieder die Quotienten 3,0 und 3,2 sich 
ergaben. Man kann daher aus der Giiltigkeit der Trawbeschen Regel 
fiir die narkotischen Vorginge keinen sicheren SchluB ziehen, ob es 
sich um eine Adsorption oder um eine lipoide Verteilung handelt. 

Sehr angreifbar aber ist die Tabelle, durch welche Kurt Meyer und 
Hemmi dartun wollen, daB zwischen Oberflachenaktivitat und narkoti- 
scher Wirksamkeit bei Substanzen verschiedenartigen Charakters kein 
Zusammenhang bestehe. 

Die Autoren bezeichnen mit Unrecht als ,,kapillaraktive™ ,.nicht 
narkotische Substanzen‘* Naphthalinsulfosiure, Tannin und die Salze 
der Carbonséuren. Der Grad der narkotischen Wirkung entspricht hier 
durchaus der geringen Kapillaraktivitat. Man vergleiche einmal die 
Kapillaraktivitét von Natriumvalerianat mit derjenigen der Valerian- 
siure. Ebenso bezeichnen die Autoren die narkotischen Stoffe: Methan, 
Pentan, Acetylen, Chloroform, Schwefelkohlenstoff und Stickoxydul 
als kapillarinaktiv. Das ist richtig, aber diese Substanzen (siehe weiter 
oben) sind stark grenzflachenaktiv, sowohl nach Rehbinder und Okunoff 

1 Vgl. hieriiber meine Ausfiihrungen in Pfliigers Arch. 218, 760f., 1928. 
- * Vel. 8.46. — % Traube, Pfliigers Arch. 105, 553, 1904. 
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wie nach eigenen Untersuchungen. Stoffe wie Pentan, Chloroform usw 
konzentrieren sich in Form zahlreicher Submikronen an Grenzflachen 
Es gilt das bekannte Prinzip von Gibbs, welches eine Beziehung herstel|t 
zwischen der Konzentration in der Grenzflaiche und der Grenzflachen- 
aktivitat, und das ist die Beziehung, auf welche es ankommt!, nicht 
darauf, ob eine Oberfldchenaktivitat mit dem Stalagmometer nach 
weisbar ist. Das ist bei kolloiden Stoffen aus erklarlichen Griinden 
nicht der Fall. 

Ich habe zu jeder Zeit anerkannt, daB in der Lipoidtheorie ein 
richtiger Kern enthalten sei und enthalten sein muB, und nach den 
oben erwahnten Versuchen meiner Schiller Tomita und Yumikura 
erkannte ich, dab bei der Wanderung der eigentlichen Narkotica in dei 
Zelle durch Lipoide erhebliche Beschleunigungen herbeigefiihrt werden, 
indessen weicht mein Standpunkt doch von demjenigen H. Meyers 
und Overtons insofern wesentlich ab, als ich den Grenzflachenkraften 
doch eine gréBere Bedeutung zuschreibe und vor allem auch mit Warbury 
der Ansicht bin, daB die Beziehungen zwischen narkotischer Wirkung 
und Hemmung der verschiedensten Vorgange auch bestehen bleiben, 
wenn keine Lipoide vorhanden sind. 

Kurt Meyer und Hemmi bemiihen sich weiterhin zu beweisen, dab 
in den Zellen keine Adsorptionsvorgange in bezug auf die Narkotica im 
Sinne von Warburg stattfinden, sondern daB es sich nur um Loésungs- 
vorgange vornehmlich in Lipoiden handelt. Ohne auf die Einzelheiten 
der Beweisfiihrung einzugehen, stelle ich mich auf einen vermittelnden 
Standpunkt. Auf Grund der erwéhnten Versuche meiner Schiiler 
Tomita und Yumikura? bezweifle ich nicht, daB fiir die in den Zellen 
wandernden Narkotica die Léslichkeit in den Lipoiden eine Rolle spielt, 
ich zweifle aber nicht, daB auch vielfach Adsorptionen an den festen 
Bestandteilen der Zellwandungen erfolgen. Kurt Meyer gibt nun der 
Lipoidtheorie eine Form, die von derjenigen von H. H. Meyer und 
Overton etwas abweicht. 

Auf Grund von Tabellen (S. 54 und 58) wird gezeigt oder soll 
gezeigt werden, daB unabhangig von der chemischen Natur des Narko- 
ticums die gleiche narkotische Wirkung erfolgt, wenn die gleichen 
Mengen in den Lipoiden gelést sind. Wenn man nicht allzu anspruchs- 
voll ist, kénnte man ja fiir die gasférmig aufgenommenen Narkotica 
eine annahernde Giiltigkeit dieses Satzes zugeben, fiir die in Wasser 
aufgenommenen Narkotica sind aber die Abweichungen sehr erheblich 
und sie bleiben dies auch, wenn man als Modellsubstanz, da man mit 
Lipoiden nicht arbeiten kann, an Stelle des Olivendls fiir die Bestimmung 
des Teilungskoeffizienten den Oleinalkohol wahlt. Kurt Meyer und sein 
Mitarbeiter glauben daher, ,,daB eine genaue quantitative Uberein- 

1 Traube u. Klein, Kolloidzeitschr. 29, 236, 1921. — ? Traube u. Yu- 
mikura, siehe |. ¢. 
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mmung gar nicht zu erwarten sei, denn die verschiedenartige Wirk- 
imkeit der Narkotica, die bald dieses, bald jenes Zentrum zuerst 
lahmen, lasse vermuten, daB sich tiber die allgemeine Lipoidléslichkeit 
noch spezielle Affinitaten zu bestimmten Lipoiden lagern, die an den 
verschiedenen Mechanismen des Nervensystems beteiligt seien.” 

Ich méchte daher noch bemerken, daB in Anbetracht der chemischen 
Indifferenz vieler Narkotica es mir durchaus verstandlich ist, daB die 
Bedeutung der Qualitat gegeniiber der Quantitat vielfach zuriicktritt, 
und ich kann es daher verstehen, daB haufig bei gleichen in den Lipoiden 
gelésten Mengen verschiedene Narkotica in roher Annaiherung dieselbe 
Wirkung zeigen, aber daB es sich hier um eine allgemein giiltige Be- 
ziehung handeln soll, ist nicht anzunehmen. In dieser Beziehung recht 
bemerkenswert ist die Tabelle auf 8.59, in welcher die narkotische 
Wirksamkeit fiir die verschiedensten Alkohole vom Athylalkohol bis 
zum Tetradecylalkohol gemessen wird. 

Die bekannten Quotienten schwanken bis zum Octylalkohol 
zwischen 3,0 und 4,2, vom Octyl- bis zum Undecylalkohol nehmen sie 
ab von 2,5 bis 2,0, die narkotische Wirksamkeit von Undecyl- und Dode- 
evlalkohol unterscheidet sich nur noch um den Quotienten 0,7 und 
der n-Tetradecylalkohol ist iiberhaupt nicht mehr narkotisch. Diese 
Tabelle entspricht vollkommen den Arbeitsergebnissen von mir und 
meinen Schiilern Chatterji und Sternglanz' nach anderen Richtungen. 
Je submikronischer der Alkohol wird, um so weniger wirkt derselbe. 
Aber hieraus ergibt sich auch, daB man die Qualitaét der Narkotica, 
ihre Dispersitét usw. nicht so vernachlassigen darf, wie dies der Fall 
sein wiirde, wenn man bei der Narkose nur die gelésten Mengen beriick- 
sichtigen wiirde. 

Zusammentassung. 

1. Die Narkotica wandern an die Zellwandungen entsprechend 
ihren Grenzflachenaktivitaéten. MaBgebend ist das Prinzip von Gibbs, 
sowohl fiir molekulardisperse wie fiir kolloide Teilehen. Oberflachen- 
aktiv sind nur die molekulardispersen Stoffe. 2. In den Zellen werden 
die Narkotica teils adsorbiert, teils namentlich in Lipoiden gelést. 
3. Sie wirken als negative Katalysatoren hemmend auf die verschieden- 
artigsten Vorgange (Oxydationen, enzymatische, bioelektrische Vor- 
gange usw.). 4. Ihre Wirkungsstarke ist proportional den Mengen, 
welche die gleiche narkotische Wirkung haben. Sie kann auch an- 
néhernd gemessen werden durch die hemmenden Wirkungen von 
Vorgangen nach obiger Art. 


' Chatterji, Dissert. Berlin, Techn. Hochschule 1932: Sternglanz, 
Zeitschr. f. physik. Chem. A, 169, 241, 1934. 





Eine neue Methode zur Bestimmung der Brenztraubensiure. 
Von 
Claude Fromageot und Pierre Desnuelle. 
(Aus dem Biochemischen Laboratorium des Chemie-Instituts Lyon.) 


(Eingegangen am 29. Mai 1935.) 


Es sind heute eine ganze Anzahl Methoden zur Bestimmung der 
Brenztraubenséure unter verschiedenen Bedingungen bekannt. 

Es sei an die kolorimetrische von Simon und Piauwsx (1) erinnert, dir 
auf der Verwendung von Nitroprussid in Gegenwart von Ammoniak und 
bei essigsaurer Reaktion beruht, an die gravimetrische von De Jong (2), die 
auf der Bildung des Phenylhydrazons der Brenztraubensaure basiert. Diese 
Methode hat dann spiter verschiedene mehr oder weniger bedeutence 
Modifikationen erfahren. Simon und Piauw (1) haben eine azidimetrische 
Bestimmung als vorteilhaft vorgeschlagen, indem das Wiagen des Pheny! 
hydrazons bzw. des p-Bromphenylhydrazons vermieden wird. Newberg und 
Kobel bringen die durch Einwirkung von Brenztraubensaéure auf p-Nitro 
phenylhydrazin (3) bzw. 2, 4-Dinitrophenylhydrazin (4) erhaltenen Nieder 
schlige zur Wigung, wahrend Case (5), nachdem er dieses 2, 4-Dinitropheny! 
hydrazon in alkoholischem Kali gelést hat, es unter Verwendung der von 
Neuberg und Kobel (4) beschriebenen Farbreaktion kolorimetrisch bestimmt. 
Ferner sei noch die azidimetrische Methode von Kayser (6) erwahnt, der die 
Reaktion zwischen Brenztraubensiure und Hydroxylaminchlorhydrat 
benutzt, und endlich die von Lieben (7), die unter anderem von Kendal/ 
und Friedmann (8) modifiziert wurde. Bei ihr wird die Brenztraubensaiure 
zu Milchsiure reduziert und diese dann bestimmt. Die Mehrzahl diese: 
Methoden sind jedoch unbequem, was demjenigen wohlbekannt ist, der sie 
anwendet. Die Bestimmung nach Case scheint heute eine der praktischsten 
zu sein; sie ist indessen verhaltnismaBig langwierig und kompliziert. 

Wir glauben, daB es von Nutzen ist, wenn wir im folgenden eine 
Methode zur Bestimmung der Brenztraubenséure mitteilen, deren wir 
uns schon einige Jahre in unserem Laboratorium bedienen, und die 
sich unter den von uns angewandten Bedingungen ausgezeichnet 
bewahrt hat. 

Prinzip. Die Bestimmung beruht auf der Reduktion von Ceriionen 
durch Brenztraubensaure bei stark saurer Reaktion. In der Tat konnte 
gezeigt werden (9), daB die bei gewéhnlicher Temperatur praktisch 
momentan verlaufende Reduktion streng der folgenden Gleichung 
entspricht: 

CH,COCOOH + 2Cet+*++ + H,O —> CH,COOH + 2 Cet*+* 
2H*+ + CO, (a) 

Diese Reduktion der Ceriionen im sauren Milieu scheint fiir «-Keto- 
séuren spezifisch zu sein. Sie findet tatséchlich nicht statt mit folgenden 
Verbindungen: Ameisenséure, Essigséure, Propionséure, Formaldehyd, 
Acetaldehyd, Propionaldehyd, Methylalkohol, Athylalkohol, Propyl- 
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alkohol, Glycerin, Zuckern, Glykokoll und Alanin (10). Die Bestimmung 
der Brenztraubenséure wird so auf eine Bestimmung von Ceriionen 
zuruckgefiihrt, die man bequem entweder mit einer chemischen oder 
einer potentiometrischen Methode vornehmen kann. Wir berichten 
hier nur tiber die chemische Methode, die potentiometrische ist leiclh.t 
zu verstehen (9). 

Versuchsteil. 

Reagenzien. 

1. Cerisalzlésung. Man benutzt entweder eine gesattigte Lésung von 
Cerisulfat in n Schwefelsaure, oder dieses Reagens wird mit n Schwefelsaéure 
auf das Zehnfache verdiinnt, was erst im Augenblick des Gebrauchs aus- 
veftihrt werden soll. Wir miissen bemerken, daB der Titer der gesattigten 
Losung mit der Zeit merklich sinkt. 

2. Ferrosalzlésung. Man bereitet eine n/10 Lésung von Mohrschem 
Salz, deren Titer man genau bestimmt, wozu man sich einer Permanganat- 
lésung von bekanntem Gehalt bedient. 

3. Kaliumferricyanidlésung. Diese Lésung dient als Indikator. Auch 
sie wird immer erst im Augenblick des Gebrauchs bereitet. Zu diesem 
Zwecke lést man in 5 cem dest. Wasser einen stecknadelkopfgroBen Kristal] 
Kaliumferricyanid. 

Makro-bestimmung. 

Selbstverstandlich hangt die notwendige Ceriionenmenge von der 
zu bestimmenden Quantitét Brenztraubenséure ab. Sind zwischen 
4 und 20 mg Brenztraubenséure vorhanden, so verfalhrt man folgender- 
maBen: Man nimmt zwei Erlenmeyer von 50 ccm. In jedem von diesen 
gibt man genau 15 cem gesattigte Cerisalzlésung. Einer dieser Kolben 
dient als Kontrolle, dem anderen (Hauptversuch) fiigt man ein bekanntes 
Volumen der zu bestimmenden Brenztraubensaéurelésung zu; diese 
wird vorher durch Zugabe von Schwefelséiure deutlich angesduert. 
Man 1aéBt 5 Minuten bei Zimmertemperatur stehen. Wahrend dieser 
Zeit titriert man die Kontrollprobe. Dann wird im Hauptversuch der 
UberschuB an Ceriionen zuriicktitriert. Diese MaBanalysen werden in 
Gegenwart von 2 Tropfen Kaliumferricyanidlésung durch Ferroionen 
ausgefiihrt. 

Mikro-bestimmung. 

Sind Mengen von 0,4 bis 2 mg Brenztraubensdure zu bestimmen, so 
verfahrt man in derselben Weise, nur verwendet man die verdiimnte 
Cerisalzlésung. Man kann entweder die n/10 Lésung von Mohrschem 
Salz beibehalten oder eine n/20 anwenden; auf jeden Fall titriert man 
mittels einer Mikrobirette, die in '/,9)cem graduiert ist. Im Verlauf 
der Titration entfirbt sich die gelbe Fliissigkeit, beim Umschlags- 
punkt wird sie griin. Die Zugabe von 0,01 cem Ferrosalzlésung geniigt 
dann, um eine intensiv blaue Farbung hervorzurufen. 

N sei die Anzahl cem Ferroionenlésung, die die Kontrollprobe 
verbraucht, » die entsprechende der Hauptprobe und ¢ der Titer der 
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Ferroionenlésung. Daraus ergibt sich, daB die Brenztraubenséuremeng: 
gleich 44,0 (N — n)t mg ist. 
Ergebnisse. 


Die folgenden Zahlen stellen den Wert der Methode unter Beweis 


Makro-bestimmung. 

0,440 g frisch destillierte Brenztraubenséiure werden in 100 cem Wasse1 
aufgelést (0,05 mol.). Dann pipettiert man 25cem ab, deren Gehalt 
an Brenztraubensiure man azidimetrisch bestimmt. Man findet, dali 
sie 12,50 cem 0,099n Natronlauge verbrauchen. Die Titration nach 
der oxydimetrischen Methode ergibt folgendes Resultat: 

15 cem gesattigte Cerisalzlésung entsprechen 7,05 ccm Ferrosulfat- 
losung. 15 cem gesattigte Cerisalzl6sung verbrauchen nach Zugabe von 
3,0ceem der obigen Brenztraubensdurelésung 4,20 ccm Ferrosulfat- 
lésung. Die Ferrosulfatlésung ist 0,103 n. 





Unterschiede 


Brenztraubensiuremenge in 3,0 cem der 
Ausgangslisung 


0 0 
0 0 

Bestimmt gravimetrisch: 13,2mg.. . — 
- azidimetrisch: 18,1 , .. . 08 |; — 
oxydimetrisch: 12,9 , . . . 28 | 1,5 


Quantitative Bestimmungen verschiedener Mengen Brenztrauben- 
sdure: Man benutzt 15 cem konzentrierte Cerisalzlésung. 
I. Anzahl cem eingefiihrter 0,05 mol. Brenztraubensaure. 
Il. mg Brenztraubenséure berechnet aus dem Ausgangsgewicht. 
Ill. mg Brenztraubensaéure azidimetrisch bestimmt. 
Oxydimetrische Bestimmung. 
IV. cem verbrauchte 0,98 n Ferroionenlésung. 
V. cem Ferroionenlésung, die der eingefiihrten Brenztraubensaure 
‘entsprechen. 
VI. mg gefundene Brenztraubensaure. 


Oo 


VII. Unterschiede zwischen den Spalten VI und III in %. 





II II IV V VI VII 








0,0 0 0 5,20 fess ce ay. 
1,0 4,40 4,33 4,21 0,99 4.26 — is 
2,0 8,80 8,66 3,19 2,01 8,66 0,0 
3,0 13,2 13,0 2,19 3,01 | 13,0 0,0 
4,0 17,6 17,3 1,17 4,03 17,3 0,0 


Mikro-bestimmung. 
Man verwendet eine 0,005 mol. Brenztraubensaurelésung. 
15cem verdiinnte Cerisalzlésung entsprechen 0,710 ccm Ferro- 
sulfatlésung. 15 ccm verdiinnte Cerisalzlésung entsprechen, nachdem 
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30 cem Brenztraubensdurelésung zugegeben wurden, 0,425 cem Ferro- 
sulfatlésung. Die Ferrosulfatlésung ist 0,103 n. 





Unterschied 


0 
0 


Brenztraubensiure in 3,0 cem der Ausgangslésung 


Bestimmt durch direkte Wagung: 1,32 mg . 
oxydimetrisch: 1,29 , ... — 15 


Bestimmung verschiedener Brenztraubenséuremengen,: Man_ be- 
nutzt 15 cem verdiinnte Cerisalzlésung. 

I. Anzahl ccm zugesetzter 0,005 mol. Brenztraubensaurelésung. 
Die ibrigen Spalten sind ebenso wie oben beschrieben bezeichnet. 





I If Ill IV V VI Vil 
0.0 0 0 0,50 Probe ~~ - 
1.0 0.44 0,43 0.40 0,10 0.43 0,0 % 
2.0 0,88 0,87 0,29 0,21 0,91 + 4,5 
3, 1,52 1,30 0,185 0,315 1,36 -+ 4.6 
4,0 1,76 1,73 0,095 0,405 1,75 + 0.6 


Bemerkungen. 
1. Uber die notwendige Ansduerung der Brenztraubensdure- oder der 
alkalischen Pyruvatlésung. 

Ehe man die Brenztraubensaure- oder die alkalische Pyruvatlésung 
zu der Cerisalzlésung gibt, ist es nétig, sie mit Schwefelsiure deutlich 
anzusauern; es wird auf diese Weise alle vorhandene Brenztraubensaure 
vollstindig in die Ketoform iibergefiihrt. Ohne diese Vorsichtsmabrege] 
wirde ein mehr oder weniger grofer Anteil der Brenztraubensaure in 
der tautomeren Form (mit einer Doppelbindung) reagieren, die Glei- 
chung (a) ware dann nicht mehr erfiillt (9). 


2. KinfluB der Kontaktzeit zwischen Brenztraubensdure und Certione. 


Dieser EinfluB wird durch den folgenden Versuch erwiesen: 
Man benutzt 15 cem verdiinnte Cerisalzl6sung. Die Bestimmungen 
werden mit 3,0 cem 0,005 mol. Brenztraubensaure oder 3,0 cem 0,005 mol. 
Natriumpyruvat ausgefiihrt, sie ergeben in beiden Fallen auf gravi- 
metrischem Wege 1,32 mg Brenztraubensaure. 
I. Kontaktzeit in Minuten. 
II. Millimole Ferrosulfat, die der Brenztraubensiure entsprechen. 
III. mg gefundene Brenztraubensaure. 
IV. Millimole Ferrosulfat, die dem Natriumpyruvat entsprechen. 
V. mg gefundene Brenztraubensaure aus Pyruvat. 


Biochemische Zeitschrift Band 279. 12 











C. Fromageot u. P. Desnuelle: 





Man sieht, daB eine 


IV V 


z zy Einwirkung von 5 Mi- 
, 0,0268 | 1,18 0.0268 1.18 nuten ausreichend ist. 
2 0,0284 | 1,25 0,0279 1,23 

3 rove — 0,0288 1,27 3. HinfluB fremder 
Rs uae oo Saal = Substanzen. Spezifitdt 


Die obigen Resultate 
wurden mit Lésungen erzielt, die nur Brenztraubensiure enthielten, 
und zwar entweder frei oder in Salzform. In der Praxis werden die 
Bestimmungen in Lésungen ausgefiihrt, die auBer Brenztraubensaure 
auch noch andere Verbindungen enthalten. Es ist deshalb von Interesse, 
den EinfluB kennenzulernen, den diese Substanzen in Wirklichkeit aus- 
iiben kénnen. Dieser EinfluB, wenigstens fiir einige dieser Verbindungen, 
ist weiter unten zahlenmaBig niedergelegt. Es wurde dabei folgender- 
maBen verfahren: 

Man nimmt 15 ccm verdiinnte Cerisalzlésung, zu der man 3 ccm 
0,005 mol. Brenztraubensaure, das sind 0,015 Millimole, und auBerdem 
eine bestimmte Menge der in Frage stehenden Substanzen setzt. Es 
wird dann auf 20 cem aufgefillt. Die Kontaktzeit der Ceriionen- und 
der zu titrierenden Lésung ist 5 Minuten. 

I. Zugesetzte Substanzen in Millimolen. 
_ ..._ Millimole fremder Substanzen 
0. oe Millimole Brenztraubensdure — 
III. Millimole Ferrosulfat (Differenz mit der Kontrollprobe). 
IV. mg gefundene Brenztraubensaure. 
V. Fehler in %. 





I II | il IV V 
0 0 0,029 1,28 — 
Athylalkohol (15°%ige Losung) . . 65,2 4350  0,0295 1,30 + 1,7 
Glycerin (5%ige Loésung). ... . 10,9 725 | 0,029 1,28 0,0 
Acetaldehyd (5°%ige Lésung ... 22,8 1459 | 0,080 1,32 + 3,1 
Formaldehyd (2%ige Lisung). . . 13,6 910 0,030 1,32 |+ 3,1 
Milchsiure (4,5%ige Losung) . . . 1,5 100 0,047 2,10 | + 64,0 


Diese Daten zeigen, daB innerhalb der Genauigkeitsgrenze der 
Mikrobiirette (0,01 ccm) die Gegenwart von Alkohol, Glycerin, Acet- 
aldehyd oder Formaldehyd, selbst in Konzentrationen, die gegen 
1000mal so gro8 sind wie die der Brenztraubensaure, die Bestimmung 
dieser Saure nicht stérte. Dagegen hat das Vorhandensein von Milch- 
siure in einer Konzentration, die 100mal gréBer ist als die der Brenz- 
traubensaure, einen betrachtlichen Fehler zur Folge. 

Nachdem wir die Wichtigkeit der Milchséure und ihrer Beziehungen 
zu der Brenztraubensaure festgestellt hatten, untersuchten wir, bis zu 
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( 
eine welchem Grade ihre Anwesenheit (gemessen am Verhaltnis der beiden 
Mi. Sauren) bei der hier mitgeteilten Methode vernachlassigt werden kann. 
Ist. Die experimentellen Bedingungen sind analog den obigen. 


I. Zugefiigte Milchsaurelésung. 
II. Millimole Milchsaure. 


r 








é IIL. Verhaltni Millimole Milchsaure 
tate . Verhaltnis —... - 
t Millimole Brenztraubensaure 
en, s ae ‘ : - 
‘9 IV. Millimole Ferrosulfat (Differenz mit der Kontrollprobe). 
ae re “ 
” V. mg gefundene Brenztraubensaure. 
re - - * 
VI. Fehler in %. 
SSE , ; 
was- I wan aU I IV V VI 
yen, 
Jer- 0 0 0 0,029 1,28 -- 
0,3 cem, 0,05 mol. 0,015 1 0,029 1,28 0,0 
Lo 5 OS 5 0,075 5 0,030 1,32 +. B94 
cm 50 « 000 . 0,15 10 0,032 1,41 +10 
“a 10, 05 5 | 0,50 33 0,037 1,63 +27 
. ae, Op ~~ 1,50 109 0,047 2,10 + 64 
Es 15,0", OO , 7,5 °° 0,020 a oma 
und keine Brenz- 
traubensaure 


Es scheint also, daB die Methode in Gegenwart von soviel Milch- 
siure, daB ihre Konzentration nicht das Fiinffache der der Brenz- 
traubensaéure iiberschreitet, noch vollkommen anwendbar ist. Bei 
noch gréBeren Konzentrationen wird eine Korrektur unerlaBlich. Sie 
ist fiir diesen Fall (Mikrobestimmung) 0,002 Millimole Ferrosulfat fiir 
0,15 Millimole Milchséure. Die Methode verliert wesentlich an Ge- 
— nauigkeit, wenn die Konzentration der Milchséure 50mal gréBer wird 
wie die der Brenztraubensaure. 


4. Bestimmung anderer «-Ketosduren, 





4 Die oxydimetrische Methode kann auf gleiche Weise auf andere 
3,1 a-Ketosiuren angewandt werden (Dimethylbrenztraubensaure,  Tri- 
we methylbrenztraubenséure usw.). Es sei z. B. die Bestimmung einer 
‘ Lésung von Trimethylbrenztraubensaure angefiihrt. 
der Man bereitet eine ungefahr m/20 Trimethylbrenztraubensaure, 
set- davon nimmt man einerseits 5cem zur azidimetrischen Bestimmung, 
yen die in unserem Falle 2,78 cem 0,099 n Natronlauge entsprechen, und 
ing andererseits 2 cem, die man unter den iiblichen Bedingungen sich mit 
ch- 15 cem Cerisalzlésung umsetzen 1aBt, die im Kontrollversuch 4,58 cem 
nZ- einer genau n/10 Ferrosalzlésung entsprechen. Die Titration der im 
| Uberschu8 vorhandenen Ceriionen ergibt im Hauptversuch 2,39 cem 
gen. Ferrosalzlésung. Also entspricht die zu bestimmende Trimethylbrenz- 
zu traubenséure 2,19cem n/10 Ferrosalzlésung. 


12* 
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Die Ergebnisse sind daher folgende : 
mg gefundene Trimethylbrenztraubensaure in 1 cem 


azidimetrisch 
oxydimetrisch 


5. Anwendung auf Gdransdtze. 

Die obigen Versuche zeigen, dab die oxydimetrische Methode fiir die 
Bestimmung der Brenztraubensaure in einfachen wasserigen Lésungen 
brauchbar ist. Sie verdient aber erst dann unser ganzes Interesse, wenn 
man sie auf komplexe biologische Systeme, vor allem auf Garansatze, 
anwenden kann. Um dies zu untersuchen, haben wir die folgenden 
Experimente ausgefiihrt: 

Man nimmt zwei Serien Flaschen von 500 ccm und bereitet Ansitze 
zu 200 cem Wasser, 40 g Saccharose und 20 g frische Oberhefe. AuBerdem 
werden den Flaschen der Serie I, wenn die sie enthaltende Suspension 
sich in voller Garung befindet, 15 cem 2n Natronlauge! zugesetzt. 
Man wei, daB unter diesen Bedingungen die Ansatze I ein pu = 6,4 
und die Ansatze II ein po = 4,5 haben. Man JaBt dann bei 27 bis 28° 
stehen. Nach 24 Stunden filtriert man iiber Kieselgur. Die aus jeder 
Flasche erhaltene klare Flissigkeit wird in zwei Portionen A und B zu 
je 100 cem geteilt. Jede dieser Fraktionen wird ihrerseits wieder in 
zwei andere zu je 50 cem geschieden; es seien a und 6 die A, ¢ und d 
die B entsprechenden Fraktionen. 

Den Fraktionen a und 6 fiigt man 44,0 mg Brenztraubenséure zu: 
zu den Fraktionen a und b werden dann 2 cem reine Essigséure gegeben ; 
man evakuiert einige Augenblicke nach dem Aufbrausen, um die Kohlen- 
siure zu verjagen, und klart durch Zugabe von 5 ccm einer 0,5 mol. 
Bleiacetatlésung. Es entsteht ein leichter Niederschlag, den man tiber 
Kieselgur abfiltriert. Man fallt das iiberschiissige Blei mit Schwefel- 
wasserstoff unter Anwendung der iiblichen Methodik, und erhalt so 
volikkommen klare Fliissigkeiten. Man kommt so zu vier Portionen a, 
b, c und d, die aus den Ansatzen I und II gewonnen wurden, von denen 
die ersten beiden (a und 6b) wie oben beschrieben geklart wurden. 

Mit jeder dieser vier Portionen wird dann eine oxydimetrische 
Titration ausgefiihrt. Die unten mitgeteilten Zahlen geben die in 2 ccm 
des urspriinglichen Garansatzes vorhandenen Mengen an, d. h. es wurde 
der im Verlauf der Klarung in der entnommenen Probe eingetretenen 
Verdiinnung Rechnung getragen. 2,0 cem urspriinglicher Saft ent- 
sprechen 6,5 ccm gereinigter Lésung der Fraktionen a; und 6; und 4,0cem 
der Fraktionen a,;; und 6y;. 

' Diese Zugabe wird unter den iiblichen VorsichtsmaBregeln vollzogen. 
Man vermeidet besonders eine auch nur kurzdauernde Hemmung der 
CO,-Entwicklung. 
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Die Resultate sind aus der folgenden Tabelle zu erséhen. Die 
fiinfte Spalte gibt die Differenz wieder, zwischen dem, was wir vorlaufig 
den Brenztraubensauregehalt des natirlichen Garansatzes und den des 
Ansatzes, dem Brenztraubensaéure zugefiihrt wurde, nennen wollen. 
Diese Spalte entspricht also der zugefiihrten Brenztraubensaure. 








t 
r die mg Brenztraubenséure in 2 cem des urspriinglichen Saftes 
Milli » : ; : = = 
ngen Fraktionen reso. gefunden wieder- 
ee eee 2 0 Het ea iawaalian berechnet 
wenn roh korrigiert qnteneen 
atze, 
nden { | a 1,10 4,84 4,62 1,72 1,76 | 
at | 0,71 3,12 2,90 
a 5 5,06 76 76 
itze B { « 1,15 5,06 1,76 1,/6 
| ( 0,75 3,39 
‘dem 
SiON a 0,60 2.64 2,51 1,76 1,76 
Fs 9 34 -e 
etzt. ” b 0,20 0,88 0,75 
: jc 0,65 2,86 1,76 1,76 
6,4 B # 
. 290 \d 0,25 1,10 
ieder Brenztrau- 
a“ bensaure 
‘ allein 0,40 1,76 1,76 1,76 
Tr in 
nd d Die Priifung dieser Zahlen zeigt, daB die zugefiihrte Brenztrauben- 
siure mit einer vollkommen befriedigenden Genauigkeit wiedergefunden 
» ZU; wird. Der Garansatz selbst iibt eine vollkommen eindeutige Reduktions- 
ben; wirkung auf die Ceriionen aus. Aus diesem Grunde ist es wichtig, fest- 
len- zustellen, ob diese reduzierende Wirkung im Ausgangssaft der An- 
mol. wesenheit von Brenztraubensdiure zuzuschreiben ist, die im Verlauf 
liber der Garung spontan entstanden ist, oder anderen Substanzen, was 
efel- natirlich die Anwendung der Methode in Frage stellen wiirde. Um 
t so diesen Punkt aufzukléren, haben wir die Brenztraubenséure in den 
n a, Fraktionen d nach der kolorimetrischen Methode von Simon (1) be- 
pnen stimmt. Nachdem die Fraktion d; eine vollkommen eindeutige Reaktion 
gab, fiihrten wir mit derselben eine kolorimetrische Bestimmung aus, 
sche indem wir sie mit einer Brenztraubensdurelésung von bekanntem 
. - ar . ° r ° . 
ccm Gehalt verglichen. Das Ergebnis ist in ausgezeichneter Uhereinstimmung 
urde mit dem in Fraktion d; auf oxydimetrischem Wege erzielten. Die 
nen Reduktion der Ceriionen durch die Fraktionen 6 und d wird also praktisch 
ent- durch die sie enthaltende Brenztraubensaéure verursacht. 
ecm Eine weitere Tatsache zeigt gleichfalls, daB die gefundenen Zahlen 
(in den Ansatzen, in denen kiinstlich keine Brenztraubensaure ein- 
ain gefiihrt wurde) wirklich das Vorhandensein dieser Saiure wiedergeben, 


der das ist der zeitliche Verlauf der Reaktion. Wir haben bereits gesehen, 
daB die Oxydation der Brenztraubenséiure zu Essigsiure durch Ceri- 
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ionen tatsdéchlich nach 5 Minuten beendet ist. Wir haben nun Frak- 
tionen 6 wahrend verschieden langer Zeiten auf eine Cerisalzlésung ein- 
wirken lassen und kamen dabei zu folgenden Resultaten: 





a Millimole Ferrosulfat in Fraktionen 
Zeit Risa ditors ree oo are 
Min. by by 

5 0.70 0,19 

10 0.78 0,22 

15 0,81 0.24 





Es findet also in Funktion von der Zeit eine Anderung statt, aber 
sie ist nur geringfiigig verglichen mit dem nach 5 Minuten erhaltenen 
Wert. Man kann dem iibrigens fiir genaue Messungen Rechnung tragen, 
indem man eine kleine Korrektion anbringt (siehe die beiden vorher- 
gehenden Tabellen). Die erhaltenen Zahlen lassen das wohlbekannte 
Phanomen der Verzégerung der Decarboxylierung der Brenztrauben- 
siure bei pu 6,4 erkennen. Es bleibt bei dieser Wasserstoffionen- 
konzentration eine merklich gréBere Brenztraubensiuremenge in den 
Garansitzen erhalten als bei den im starker sauren Gebiet bereiteten. 
Man sieht also, daB die auf die Ceriionen durch Garansatze, denen keine 
Brenztraubensiure beigefiigt wurde (Fraktion b und d), ausgeiibte 
Wirkung genau proportional der Menge dieser Safte ist. 


Bemerkung. 


Um die Bestimmung zu vereinfachen, kénnte man daran denken, die 
Brenztraubensiiure des Ansatzes mittels kontinuierlicher Atherextraktion 
abzutrennen (man wei, dab eine Extraktion durch Ausschiitteln nicht 
ausfiihrbar ist (1). Nun zeigt aber der Versuch, daB es praktisch unméglich 
ist, mit Ather quantitativ Brenztraubensdéure aus den Giaransatzen zu 
extrahieren, trotzdem ein Extraktionsapparat benutzt wurde. Selbst wenn 
der Saft stark mit Schwefels&iure angesaéuert wurde, und man ihn entweder 
mit Magnesiumsulfat oder mit Ammoniumsulfat sattigte, erhielt man 
kaum 60°) der anfanglich vorhandenen Brenztraubensiuremenge. Das 
Ergebnis ist tibrigens dasselbe in kiinstlichen mit wasserig-alkoholischen 
Lésungen von Brenztraubensaure bereiteten Saften. 

Will man eine andere «-Ketoséiure bestimmen, die weniger leicht in 
Wasser léslich ist als Brenztraubenséure, so kann man in diesem Falle 
zuerst den Saft mit Ather im Extraktionsapparat kontinuierlich ausziehen. 
Man fiihrt dann die Saure in wasserige Lésung tiber, indem man die atherische 
Léosung mit einer ausreichend alkalischen Lésung behandelt. Dann wird 
das so erhaltene Alkalisalz oxydimetrisch tirtiert. Wir sind mit Hilfe dieser 
Methode zu vollauf befriedigenden Ergebnissen mit der Trimethylbrenz- 
traubensiure gekommen. Dariiber wird ausfiihrlich an anderer Stelle 
berichtet werden. 





Zusammenfassung. 


Es wurde eine Bestimmungsmethode beschrieben, die auf der 
quantitativen Oxydation der Brenztraubensdure zu Essigsaure beruht, 
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Zur Bestimmung der Brenztraubensaure. 





‘rak- und zwar durch Ceriionen in schwefelsaurer Lésung. Sie ist auch auf 
- ein- Fermentansatze anwendbar, die am besten zuerst mit Bleiacetat unter 


geeigneten Bedingungen geklart werden. 

Die Methode hat den Vorteil, einfach und schnell ausfiihrbar zu 
sein; sie ist auBerdem spezifisch fiir «-Ketosiuren. Dies macht ihre 
Anwendung auch in Fallen méglich, in denen im allgemeinen reduzierend 
wirkende Substanzen vorhanden sind. In einfacher Lésung ist ihre 
Genauigkeit durch die der Biiretten gegeben, in komplexen biologischen 
Lésungen ist die Fehlergrenze einige Prozente. Eine Korrektur ist 
nétig, wenn die Bestimmung in Gegenwart eines groBen Uberschusses 
an Milchséure ausgefiihrt wird. 
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Bemerkung zu der Arbeit von J. 0. Girsavi¢ius, P. H. Efendi 
und A. P. Ryzhova: Das Wesen der Antiglyoxalase'. 
Von 
Richard Stohr. 

(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Universitat Innsbruck.) 


(Eingegangen am 29. Mai 1935.) 


Girsavicius und Mitarbeiter haben in der oben zitierten Arbeit den 
Methylglyoxaischwund bei ihren Versuchen nach meinen Angaben be 
stimmt (1) [Reduktion von Phosphormolybdansaure (Folinsches Reagens ) 
durch Methylglyoxal bei Siedehitze und anschlieBende Titration der 
entstandenen Blaufarbung durch n/100 KMnQ,].  Obwohl ihre gesamten 
Resultate auf der Genauigkeit und der Zuverlissigkeit der Methylglyoxal 
bestimmungen aufgebaut sind, schreiben sie dennoch bei der Kritik meine: 
Methode unter anderem: ,,Diese Methode hat den Nachteil geringer Spezi 
fitat... SehhieBlich haben wir auch, in einer Reihe diesheziiglicher Ver- 
suche, nie genaue Linearitat im Verhaltnis der Methylglvoxal-konzentra- 
tionen (in reiner Lésung) und des Permanganatverbrauchs gefunden. Aus 
all diesen Griinden halten wir die Stéhrsche Methode fiir ungeeiqnet zur 
genauen Bestimmung des Methylglyoxalverbrauchs in biologischen Ge 
mengen."* 

Zwischen ihrer Kritik und der Tatsache der Verwendung meiner 
Methode besteht ein offener Widerspruch, der meines Erachtens nur zwei 
Moéglichkeiten offen laBt: entweder ist die Methode ungeeignet, dann sind 
auch die Resultate ihrer Arbeit falseh, eine Annahme, die kaum in der 
Absicht der Verfasser gelegen sein diirfte, oder die Methode geniigt den 
Anspriichen, dann ist die Kritik in dieser Form unberechtigt. Dieser offene 
Widerspruch wird auch dadurch nicht gemildert, da sie anschlieBend 
schreiben: ,,DaB wir sie (die Methode) dennoch in dieser Arbeit benutzt 
haben, liegt erstens daran, daB sie eine groRe Zahl von Bestimmungen in 
kiirzester Zeit auszufiihren gestattet; zweitens scheint uns keine der bisher 
bekannten Methoden den diesbeziiglichen nétigen Anforderungen,  ge- 
niigend rasche, durch Sulfhydrylverbindungen und Gewebsextrakte nicht 
wesentlich beeinfluBte Bestimmung des Methylglyoxals, zu geniigen.* 
Was ihre Kritik im einzelnen betrifft, so méchte ich dazu folgendes be- 
merken. 

DaB die Reduktion von Phosphormolybdansiure durch Methylglyoxal 
fiir Methylglyoxal nicht spezifisch ist, geht schon daraus hervor, daB auch 
Dioxyaceton (2), Glycerinaldehyd (3), Acetol (4), Ketol (3-Oxyacetony!- 
aceton (5), Fructose (6) usw. Phosphormolybdansaurereagens reduzieren, 
wie diesbeziigliche Bestimmungsmethoden beweisen, die zum Teil vom 
Verfasser ausgearbeitet worden sind und die selbstredend nur dann anwend- 
bar sind, wenn nur eine Substanz fiir sich allein anwesend ist. 

Was die ,,nie genaue Linearitat** zwischen Methylglyoxalkonzentration 
(in reiner Lésung) und K MnO,-Verbrauch betrifft —- experimentelle Belege 
finden sich dariiber nicht in der Arbeit der Autoren —, so beobachtet man 


1 Diese Zeitschr. 274, 87, 1934. 
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war geringe Abweichungen, jedoch nur bei sehr kleinen oder sehr groBen 
\Vlethvlglyoxalkonzentrationen. Auf diese Tatsache und ihre Ursache habe 
h aber schon selbst in meiner Arbeit hingewiesen. Ich schrieb: .,Die 
Reduktion des Phosphormolybdanséurereagens erfolgt nicht ganz linear 
der Konzentration des Methylglyoxals;... Die anschlieBende Tabelle 
ibt den Verbrauch an Kubikzentimetern K MnO, bei verschiedenen Kon- 
zentrationen des Methylglyoxals nach 15 Minuten langem Erhitzen wieder. 
2ccm einer Lésung von 
2,5 mg-% Methylglyoxal verbrauchen 0,12 cem n/100 KMnO, 
5) - 0,22) ,, n/1l00 KMnO, 
10 me 0,45 n/ lOO KMnO, 
20 aa 0,89 n/100 KMnO, 
40 as 1,67 n/l00 KMnQ,.* 


Ich finde es daher mit den iiblichen Gepflogenheiten wenig iiberein - 
stimmend, wenn Girsavicius und Mitarbeiter, ohne diesen Tathestand zu 
hertihren, gleichsam fiir sich das Verdienst in Anspruch nehmen, als erste 
auf diese Mangel der Methode hingewiesen zu haben und durch besonders 
hervorgehobenen Druck bei jedem Leser, der mit der Materie nicht voll- 
standig vertraut ist, den Eindruck erwecken, daB es sich um eine Methode 
handelt, die mehr versprochen hat, als sie halt. Meines Erachtens kommt 
es bei der Ausarbeitung, der Wahl und der Benutzung einer Methode immer 
darauf an, was man mit ihr bezwecken will; denn auf absolute Werte wird 
man bei einer Reduktionsmethode im biologischen Material kaum Anspruch 
erheben diirfen, wie auch bei dieser Methode die Einfiihrung eines kleinen 
, Blindwertes” fiir andere geringfiigige, aber regelmaBig auttretende redu- 
zierende Begleitstoffe notwendig war. Diese Form der Kritik mutet wie 
schon eingangs erwahnt —- um so sonderbarer an, da dieselbe Methode, 
die von ihnen zuerst abfallig beurteilt wird, dann wegen ihrer Einfachheit, 
Eignung zu Serienbestimmungen und sonstige Vorziige zur Beantwortung 
der Hauwptfrage ihrer Problemstellung zu geniigen scheint, wihrend sie 
seinerzeit von mir lediglich ausgearbeitet wurde, um eine Frage wnter- 
geordneter Natur zu beantworten. 
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Quantitative Bestrahlungsversuche an gelbem Ferment, 
Flavinphosphorsaure und Lactoflavin. 
Von 
Hugo Theorell. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie in Berlin-Dahlem. } 
(Eingegangen am 30. Mai 1935.) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


Spaltet man die Wirkungsgruppe des gelben Ferments mit Methano! 
ab und belichtet sie in alkalischer Lésung mit sichtbarem Licht, so bildet 
sich das chloroformlésliche ,,Photoderivat‘’ C,,;H,.N,0, [Warburg und 
Christian (1)]. Kuhn, Rudy und Wagner-Jauregg (2) erhielten denselben 
Kérper, ,,Lumilactoflavin‘, in derselben Weise aus Lactoflavin, 
Cy; Ho9N 40g. Sie fanden auBerdem, daB, wenn Lactoflavin in neutraler, 
wasseriger L6sung im Hochvakuum belichtet wurde, es sich entfarbte 
unter Bildung eines Leuko-Farbstoffs, ,,Deutero-leuko-lactoflavin*, 
der von Sauerstoff zu dem gelben ,,Deutero-lactoflavin oxydiert 
wufde. Deutero-lactoflavin gibt mit Natronlauge schon im Dunkeln 
Lumi-lactoflavin. Karrer, Salomon, Schépp, Schlittler und Fritzsche (3) 
bestrahlten Lactoflavin in neutralen oder schwach sauren Lésungen bei 
Zutritt von Luft und bekamen dann einen Farbstoff ,,Lumichrom*, 
der sich mit 6, 7-Dimethylalloxazin, C,, H,)N40,, identisch zeigte. 

Offenbar ist also die photochemische Zerstérung der ,,Wirkungs- 
gruppe* und des Lactoflavins sehr kompliziert. Um diesen Vorgang 
niher studieren zu kénnen, war es vor allem notwendig, mit mono- 
chromatischem Licht von bekannter Flachenintensitaét zu arbeiten. 
Nachdem der Verfasser (4) entdeckt hatte, da die Wirkungsgruppe 
des gelben Ferments ein Flavinphosphorsaureester ist, der, solange er 
unverandert ist, mit der EiweiBkomponente quantitativ gelbes Ferment 
gibt, war die Méglichkeit vorhanden, die Geschwindigkeit der Licht- 
zerstorung der Wirkungsgruppe manometrisch zu bestimmen. Die 
Empfindlichkeit der Flavine fiir sichtbares Licht ist nicht nur chemisch, 
sondern auch physiologisch interessant, seitdem v. Euler und Adler (5) 
groBe Mengen von Flavinen (oder Flavinphosphorsaureester ?) in der 
Netzhaut verschiedener Tiere gefunden haben. Es ware also durchaus 
denkbar, daB die Flavine irgend etwas mit dem Farbsehen zu 
tun haben. 

Experimentelles. 

Die Lichtquelle war eine Quecksilberlampe, aus welcher ver- 

schiedene Linien mittels Filter nach Kubowitz und Hass (6) isoliert 


wurden. In den meisten Versuchen wurde die Linie 436 my verwendet, 
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n emem Falle auch 366mu. Das Licht wurde durch eine geeignete 
optische Vorrichtung zu einer kreisférmigen, scharf umgrenzten Flache 
zusammengebrochen. Die Flache des Kreises wurde durch Messung 
seines Durchmessers ermittelt. Die Messung der totalen Lichtintensitat 
im Kreise wurde bolometrisch ausgefiihrt. In dieser Weise wurde also 
die Lichtintensitat in cal/Min. qem erhalten. Die Bestrahlung der 
verschiedenen Lésungen geschah in einer von Kubowitz konstruierten 
Kiivette (Abb. 1), die es erlaubte, die zu bestrahlende Lésung leicht 
und einfach mit jedem beliebigen Gas zu sattigen. Die Lichtabsorption 
konnte in zwei verschiedenen 
Schichtdicken, 5 und 10mm, in 
An- oder Abwesenheit von Gas 
gemessen werden. SchlieBlich war 
die Kiivette mit einem birnenfér- 
migen Anhang ausgestattet, in 
welchen eine Probe der Lésung 
ohne Offnen der Kiivette eingekippt 
werden konnte. 

Die Abnahme der ,,Wirkung* 
des Flavinphosphorsaureesters 
wihrend der Bestrahlung wurde 
folgendermaBen bestimmt: Fand die 
Bestrahlung in wasseriger Lésung 
statt, so wurde zuerst ein vorher 
ausprobierter Uberschu8 von Eiwei8komponentenlésung (etwa 0,15 ccm) 
in die Birne eines kegelférmigen Warburg-GefaBes hineinpipettiert. 
Dann kam eine gewisse Menge der Flavinphosphorsaureesterlésung in 
dieselbe Birne hinein, wobei also die ganze noch vorhandene Menge 
von ,, Wirkungsgruppe‘‘ mit dem EiweiB zu gelbem Ferment gekuppelt 
wurde. Die Menge des so gebildeten Ferments wurde manometrisch 
bestimmt. Dies geschah so, wie es in einer vorhergehenden Arbeit be- 
schrieben ist (7). Geschah die Bestrahlung in einem anderen Lésungs- 
mittel als Wasser, so wurden die Proben in die leeren Birnen der Kegel- 
gefaBe pipettiert und das Lésungsmittel durch Evakuieren entfernt. 
Dann kam die EiweiBkomponentenlésung in die Birne hinein. 

Die Veranderung der Lichtabsorption wahrend der Bestrahlung des 
Phosphorsiureesters oder des Lactoflavins wurde mit lichtelektrischer 
Absorptionsmessung verfolgt. 




















Abb. 1. 


se 


Theorie der Zerstérung durch Bestrahlung (Einstein). 


Wird eine Lésung eines Stoffes mit dem Absorptionskoeffi- 


qem > ' ’ 
zienten B fa ) und der Konzentration c auf einer Oberflache von 
Mole 
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qqem, Schichtdicke dx bestrahlt, so ist die pro Zeitelement d/ 
dc 
dt 
Wenn nun jedes absorbierte Lichtquantum die Zerstérung eines 


dc ' Aa 
a 1-B-c-q-dz,d.h. - dt 


zerstérte Menge = —q-dx 


Molekiils bewirkt, so ist — q-dax 
Mole 


bezeichnet. 7 ist 
qem 


i.B.c, wo i die Lichtintensitat (in 


J 
Te Bias J = der kalorische Wert des Lichtes, der bolometrisch 
N,.h.v 
gemessen wird; Ny Avogadros Zahl, h Plancks Konstante und + die 


dcjdt 
Schwingungszahl bedeutet. Wir setzen — = k = Zerstérungs- 
c 


konstante und erhalten somit: k = 7. £. 

Wenn nun die Voraussetzung, daB jedes absorbierte Lichtquantum 
zerstérend wirkt, nicht zutrifft, was sehr oft der Fall ist, muB offenbar 
i. PB mit einer Konstante multipliziert werden. Diese Konstante wird 
mit q bezeichnet und gibt die ,,Quantenausbeute* an. & seinerseits ist 


Co ] Co 
-In , also: -ln — =1i.f.¢@. 
- ; B.g 


- 

In den vorliegenden Versuchen waren ¢ und f bekannt, 7 wurde 
bolometrisch und ¢y/¢ manometrisch oder durch lichtelektrische 
Absorptionsmessungen bestimmt. Es konnte dann die Quantenaus- 
beute g berechnet werden. 

Nun wird das Licht waihrend seines Durchgangs durch die Lésung 
infolge der Absorption geschwacht. Es war nun offenbar wesentlich, 
mit so verdiinnten Lésungen zu arbeiten, daB diese Absorption gering 
war. Dann konnte namlich die mittlere Lichtintensitaét ohne betracht- 
lichen Fehler direkt als Mittel zwischen einfallender und ausgehender 
Intensitaét berechnet werden. Dies war nun bei denjenigen Bestrahlungs- 
versuchen mit Flavinphosphorsaureester, wo die Zerstérung nur mano- 
metrisch gemessen wurde, besonders leicht zu verwirklichen. Hier 
kamen so verdiinnte Lésungen zur Verwendung, daB die Absorption in 
der Kiivette nur 10°, von der Gesamtintensitat betrug. Die mittlere 
Intensitét berechnete sich hier fast theoretisch richtig zu 95° des ein- 
fallenden Lichtes. Etwas weniger giinstig lagen die Verhaltnisse in den 
Bestrahlungsversuchen mit Lactoflavin, bei dencn gerade die Anderung 
der Lichtabsorption gemessen werden muBte. Hier wurden Lésungen 
verwendet, die beim Anfang der Bestrahlung etwa 50°, des Lichtes 
absorbierten. Die Berechnung der mittleren Lichtintensitaét durch 
einfache Interpolation fiihrte dann einen theoretischen Fehler herbei, 
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der doch in den vorliegenden Untersuchungen praktisch nichts zu_be- 
deuten hatte (GréBenordnung des Fehlers etwa 5°,). Die Lichtabsorp- 
tion wurde dann in gewissen Zeitabstaénden bestimmt; je nachdem die 
\bsorption abnahm, wurde die mittlere Lichtintensitat offenbar gréBer, 
was in Rechnung gezogen wurde. Somit verringerte sich der theoretische 
Fehler gegen das Ende des Versuchs. 


Versuch 1. Bestrahlung des reinen Ferments in Wasserlésung 
und Luft mit 436 mu. 
Fermentlésung: 0,63 mg pro 1 cem Wasser (4 » Wirkungsgruppe 


cal 
procem). Schichtdicke 0,5 em. J 0,032 .. - Die Wirkung 
Min. - qem 


von 0,25 cem der Lésung wurde nach verschiedenen Zeiten mano- 
metrisch gepriift. 





: emm 0, aufgenommen ; emm 0, aufgenommen 
Bestrahlungszeit = _.__ rash peeeinreorstoanag teenie Bestrahlungszeit aie ite 
in 10 Min. in 20 Min. in 10 Min. in 20 Min. 


ARIAL, oie ge 26,5 49,2 4 Std. . aes 21,1 40,3 
ae a are 26,0 49,5 20 18,8 35,6 


Es fand also eine unzweifelhafte Zerstérung statt: sie ging aber so 
langsam, da man das gelbe Ferment als fiir diese Wellenldnge (456 mu) 
praktisch unempfindlich bezeichnen muf. Berechnet man namlich q fiir 
den 20-Stunden-Wert, so findet man g = 3,2. 10-°. 

1 26,5 


Beispiel der Berechnung: k = 


-In 
20 . 60 18,8 
0,032 qem 


; = 65 100 (Ny. h.v 65100 fiir 4836mu); fp = 1,8. 


woraus g = 3,2. 10°, 


Mole 


Versuch 2. 
In einem folgenden Versuch mit derselben Lésung und denselben 
Verhaltnissen wurde die Wirkung der Betrahlung noch langere 
Zeit verfolgt. Jede Probe = 0,25 cem_ Lésung. 





Auffallenderweise 
; ' ) ; emm O. aufgenommen 
zeigte es sich hier, daB, Bestrahlungszeit 26) 
° - . in 10 Min. in 20 Min. 
wenn die Wirksamkeit 
auf etwa die Halfte her- OS .. . 28,3 5d,! 
. 28 14,7 29.4 
abgesunken war, sie 7 7% °° ° =p ’ 
we , ere Ee 15.6 29 4 
durch weitere Bestrah- 
lung nicht mehr herabgedriickt werden konnte. Es lieBen sich hierfiir 
verschiedene Erklarungen denken, z. B. daB eine lichtunempfindliche 
Verbindung von geringerer katalytischer Wirkung durch die Bestrahlung 
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entsteht. Doch 1éBt sich auf Grund dieses einzigen Versuchs natiirlich 
nichts Naheres dariiber aussagen. 

Die Quantenausbeute ist fiir gelbes Ferment also rund 100mal 
kleiner als fiir die freie Wirkungsgruppe unter denselben Umstanden. 
(s. unten). Dieser Umstand kénnte auf zwei verschiedenen Griinden 
beruhen: entweder ist das Ferment gar nicht in Wirkungsgruppe und 
Trager gespalten, aber an sich etwas lichtempfindlich, oder es ist zu 
etwa 1% reversibel gespalten und nur die Wirkungsgruppe ist licht- 
empfindlich. Im letzteren Falle miiBte sich aber die Wirkungsgruppe 
durch Dialyse gegen flieBendes Wasser von dem Trager abtrennen 
lassen, was nicht der Fall ist. 


Bestrahlungsversuche an Flavinphopshorsdureester. 
Versuch 3. Freie Wirkungsgruppe in Wasserlésung und Luft- 
atmosphiare. 
Lésung. 3 y freier Ester pro 1 com Wasser. 436 my. Schichtdicke 


_ Mole Quanten cm 


“ : 4 , 
0,5em. i = 3,67.10 . = 2,56 . 10° - Schicht- 
) 37 Base 06 Mole 1 


qem . Min. 
dicke 0,5em. Gas: Luft. Es wurden zu verschiedenen Zeiten 0,25 cem 
von der Lésung herauspipettiert und die Wirkung in der oben an- 
gegebenen Weise bestimmt. Ich fand: 





emm Sauerstoff- emm Sauerstoff- 
Bestrahlungszcit aufnahme Bestrahlungszeit aufpahme 


in 10 Min. | in 20 Min. in 10 Min. | in 20 Min. 





Omens sn a 26,1 47,0 BO Wein... cs 16,0 27,5 
6 .. hearse 20,9 36,3 ee ee 11,9 20,6 


Die 20-Minuten-Werte wurden fiir die Berechnung von @ verwendet. 


Nach 15 Minuten: gm = 0,27.10-? 
30 . gy = 0,30. 10 2 
os OO ‘ gy = 0,27. 10-* 


Dieser Versuch zeigt, daB die Zerstérung der Wirkungsgruppe dem 


l c ‘ 
Gesetz — - In -° = Konst. folgt. Die Quantenausbeute blieb hinter der 
c 


theoretischen, 100%, weit zuriick, nur eins von etwa 350 absorbierten 
Quanten bewirkte die Zerstérung eines Molekils. Ein weiterer Versuch 
ergab g = 0,37. 10-?. 

Die Bestrahlungsversuche mit der freien Wirkungsgruppe in 
Methanollésung (wo sie nur wenig léslich ist) und Luftatmosphare ergab 
als Mittel » = 0,8. 10-*, die Zerstérung geht also in Methanol etwas 
schneller als in Wasser. Dies stimmt mit der Beobachtung von Karrer 
und Mitarbeitern (3) iiberein. 
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Versuch 4. Ca-Salz der Wirkungsgruppe in Wasserlosung und 
Luftatmosphare. 


_ Mole Quanten 


Lésung. 5y pro leem. 436 my. ¢ = 3,72. 10 qom . Min. 





Schichtdicke 0,5 em. 
Nach 10 Minuten: 


y = 0,58. 10-* ee 
r On . Oo Mim .. . 34,2 
Nach 25 Minuten: ie tig eae 19.6 


gp = 0.56. 107 ae a 9,0 


Zeit Wirkung: emm QO, in 20 Min. 
- aufgenommen 


a 


Noch ein Versuch ergab q@ = 0,57 . 10-°. 


Versuch 5. Ca-Salz der Wirkungsgruppe in Wasserlésung und 
Sauerstoffatmosphare. 
Lésung. 2,5 y Ca-Salz pro leem. 436 mu. ) = 3,40 
i Mole Quanten 
qem . Min. 
Wirkungsbestimmung 
f emm Sauerstoffaufnahme 
0,40 cem verwendet. Bestrakinngesett |) ey 
: in 10 Min. 
Die Berechnung von 
gausdenmanometrisch 0 Min... . 22,9 42.1 
: 2 { 
gefundenen 20-Minuten- 22 » - =: 19,3 oA 
; a 16,5 29,5 
Werten ergab: 
20 Minuten bestrahlt: g = 0,08. 10-° 
60 ae me gy = 0,07 . 10-* 


- Schichtdicke = 10cm. Es wurde zu jeder 





in 20 Min. 


Man ersieht aus diesem Versuch, daB die Zerstérung der Wirkungs- 
gruppe durch Bestrahlung mit 436 my in mit Sauerstoff gesattigter 
Wasserlésung viel langsamer (sieben- bis achtmal) als in der mit Luft 
gesattigten geht. 


Versuch 6. Ca-Salz der Wirkungsgruppe in Wasserlésung und 
Argonatmosphare. 


a pat ‘ . : ne Mole Quanten 
Lésung wie im vorigen Versuch. 436mu. ¢ = 3,42 


. 


qem . Min. 
Schichtdicke 1,0cm. Die Lésung wurde in der Kiivette vor der Be- 
strahlung 15 Minuten 

mit sauerstoffreiem Bestrahlungszeit nce — 
Argon in gelbem Licht in 10 Min in 20 Min. 
durchstrémt. 0,40cem 9 yin | 99.9 433 
Lésung zu jeder Wir- 1 , ... 15,6 29,0 
kungsbestimmung. oe es 8,0 13,4 





Die Berechnung von @ aus den 20-Minuten-Werten ergab: 
1 Minute bestrahlt: m = 4,6. 10-° 
3 Minuten ee g = 4,5. 10° 
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Die Zerstérung ging also in Argonatmosphire 60- bis 65 mal schnell: 
als in Sauerstoffatmosphdre. 

Es wurde jetzt untersucht, ob sich die Quantenausbeute dure 
méglichst vollstandige Entfernung der letzten Reste von Sauerstof! 
hoher treiben lieBe. Dabei wurde die Wirkungsgruppenlésung in mano- 
metrischen KegelgefaBen mit Argon gesattigt. Die letzten Spuren von 
Sauerstoff wurden in einem Falle durch gelben Phosphor, in einen 
anderen durch Natriumpyrophosphat + Ferrosulfat im Einsatz ent 
fernt. Die Aufnahme der kleinen Mengen von Sauerstoff war nach 
dreistiindigem Schiitteln bei 20° zu Ende. Dann wurden die Manomete: 
aus dem Thermostaten herausgenommen und mit 436 my_bestrahit 
Es stellte sich dabei heraus, daB die Quantenausbeute durch die ge- 
troffenen MaBnahmen nicht héher geworden war. 


Versuch 7. Starkere Lésung des Ca-Salzes der Wirkungsgrupy: 
in Wasserlésung und Argonatmosphare. 
Gleichzeitige Bestimmungen der Lichtabsorption und der mano 
metrischen Wirkung. 
Lésung. 12,9 » Ca-Salz pro leem Wasser. 436 my, d = 1]em. 
i beim Eintritt des Lichtes = 2,76.10-*. Es wurde zu jeder Wir- 
kungsbestimmung 0,10 cem Lésung verwendet. 





Die Schwachung des 
emm Sauerstoffaufnahme 


Bestrahlungszeit — ___._ sachtes durch die Ab- 

in 10 Min. in 20 Min. sorption der Lésung 
Ons co. 237 47.7 bei 436 mu war d esmal 
Se - — gréBer als in den vorigen 
of ‘ eax 


Versuchen: zu Anfang 
der Bestrahlung = 50°,, nach 4 Minuten = 32°,. Die durchschnittliche 

a 75 + 84 ae ue f : 
Intensitaét also : 19;5°%%,, von 2,76. 10-" 2.20 . 107". 


° . . . % . 
Dieser Wert ist nun theoretisch etwas zu hoch (s. oben). In Uberein- 
stimmung damit ergibt sich ein etwas niedrigerer Wert fiir dic 
Quantenausbeute als im 





< Manometrische Wirkung (Versuche 6 u.7) ee cena 40° 
© Lichtabsonption der Wirkungsgruppe bei ¥4Smu (Versuh?) | VoOrigen Versuch, @ = Oo 
¢ ” aes Lactofavins ee la a ) a “ay: r 

4 ‘ “—{ Der zeitliche Verlauf de 


| Inaktivierung, sowie die Ab. 


nahme der Lichtabsorption 
bei 436 mu ist in der Abb. 2 


Luft herein 


dargestellt. 





Manersieht aus der Kurve, 
daB die Entfarbung anfangs 





ee OG as ii ae i SR et ee ; a a ee 
Minuten Bestrahlung mit i = 276-10"? ( Argonatmosphare) mit derselben Geschwindigkeit, 


Abe s. also mit derselben Quantenaus- 
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heute, wie die Abnahme der Wirkung verlduft. Wahrend aber die Wirkungs- 
abnahme mit konstanter Quantenausbeute (g = 4,5°,) bis zur Wirkung 
Null verlauft, geht die Entfarbung immer langsamer. Dies liegt daran, 
daB eine neue gelbe Verbindung, die im manometrischen Versuch un- 
wirksam ist, gebildet wird. Nach 30 Minuten Bestrahlung wurde 
Luft durch die Lésung geleitet, wobei sich die vorher fast farblose 
Lésung wieder gelb farbte. Die Absorption bei 436 my. stieg auf 80% 
des Anfangswertes. Offenbar hatte sich also bei der Bestrahlung in 
Argon Deutero-leuko-flavin (-phosphorsaure) gebildet, die beim Durch- 
leiten der Luft in Deutero-flavin(-phosphorsaure) iiberging. Die Ab- 












sorptionskurve dieser Lésung 1 
zwischen 400 und 500 mw ist in | <2- Unbestraht, —— Unbestran, | 
. ‘ Argonatmosphare Sauerstofatmasphare 
der Abb. 3 dargestellt. Si ticanl | 
in | 
CET abe | eR } 
SK ‘Lut hereingelassen 















| | 
| S| 
om OY { a4 | 
Ms | | —™ | 
S| | ~<festrahtt in Argonatmosphire\\_ | 
O2+ | 0 2} i a. an } } | 
| | i 
olL_ 0 | a 
¥00 420 ¥40 ¥60 480 = S00 Tg 400 420 440 460 60 S00mu 
Abb. 3. Abb. 4. 


Es ist eine neue Absorptionsbande bei 425 my. aufgetreten; das von 
Anfang an vorhandene Maximum 445 my ist auBerdem noch vorhanden. 

Zunachst mubte nun untersucht werden, ob der gewaltige Unter- 
schied in bezug auf Lichtwirkung bei Anwesenheit und bei Abwesenheit 
von Sauerstoff darauf beruhen kénnte, daB die Wirkungsgruppe unter 
den beiden genannten Bedingungen in verschiedenen Formen auftritt. 
Wahrscheinlich miiBte sich in diesem Falle ein Unterschied der Licht- 
absorption nachweisen lassen. 

Versuch 8. 

Wasserlésung von 15,5 y Ca-Salz pro 1 cem. d = lem. Die Lésung 
wurde zuerst mit Sauerstoff gesattigt und die Lichtabsorption zwischen 
400 und 500 my bestimmt. Dann wurde die Lésung mit Argon gesattigt 
und die Lichtabsorption wieder gemessen. Es stellte sich heraus, dab 
kein Unterschied vorhanden war, s. Abb. 4. 

Jetzt wurde die Lésung mit 436 my von einfallender 7 = 3,54 . 10-7 


J 
bestrahlt. In 7 bei 445 mu war am Anfang = 0,916. 


i 
Nach 30 Minuten In 7 bei 445 my 0,223 


a 65 wn » » 445 mp 0,203 
TB < » o55 445 mp = 0,203 
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Es trat also keine vollkommene Entfarbung ein; 22°, der Absorp- 
tion bei 445 my blieben zuriick. Die Absorptionskurve zwischen 400 
und 500 my ist in der Abb. 4 zu sehen. Jetzt wurde Luft durch- 
geleitet. Dabei farbte sich die Lésung viel starker gelb. Die Absorption 
zwischen 400 und 500m wurde wieder gemessen. Die erhaltene 
Absorptionskurve (s. Abb. 4) zeigte dieselbe neue Bande und dieselbe 
Form wie die in ahnlicher Weise im Versuch 7, Abb. 3, erhaltene. Der 
Absorptionskoeffizient fiir 445 my stieg beim Durchleiten der Luft 
von 0,203 auf 0,670. Nachdem die Lésung wieder mit Argon gesattigt 
worden war, wurde wieder mit 436 my von i = 2,95. 10-7 bestrahlt. 


mj 
Nach 6,5 Minuten war In + fir 445 my = 0,231, nach 25 Minuten 


0,199. 
° ° ° . Jo 

Es wurde wieder Luft durchgeleitet. Dabei stieg In 7° (445 my), 
auf 0,378. Nach jeder Bestrahlung in Argon mit nachfolgendem Luft- 
einleiten kommt also immer weniger von der gelben Farbe zuriick. Diese 
Erscheinung ist wahrscheinlich so zu erklaren, daB die Photolyse nicht 
auf dem Stadium der Kuhnschen Deuteroverbindungen stehen bleibt, 
sondern, wenn auch langsamer, weiter geht (bis zu 6, 7-Dimethyl- 
alloxazin ?). Es ist héchst bemerkenswert, daB der nach der ersten 
Bestrahlung gebildete Deutero-leuko-flavin (-phosphorsadureester) mit 
Sauerstoff eine Verbindung gibt, Deutero-flavin-(phosphorsaureester), 
die bei der Bestrahlung in Abwesenheit von Sauerstotf wieder eine 
Leukoverbindung gibt. 

Versuche mit Lactoflavin. 

Es kam ein Praparat von reinem Lactoflavin zur Verwendung, 

das ich der Freundlichkeit von Herrn Karrer verdanke. 


Versuch 9. 
Bestrahlung von Lactoflavin in wasseriger Lésung und Argonatmo- 
sphire mit 436 muy. 7 beim Eintritt des Lichtes = 3,65 .10-7 . 11,7 » 


J 
: os 0 . ~ ) 
Lactoflavin pro leem Lésung. d=1lem. In — bei 445 my = 0,81. 


Die Verainderung der Lichtabsorption bei 445 my wahrend der Be- 
strahlung ist in die Abb. 2 eingetragen. Da die Lichtintensitat in diesem 
Versuch 1,32mal gréBer als im Versuch 7 war, sind die Bestrahlungs- 
zeiten im Versuch 9 mit diesem Faktor multipliziert, um die gefundenen 
Werte mit denen im Versuch 7 direkt vergleichbar zu machen. Man 
ersieht aus der Abb. 2, daB das Lactoflavin genau so schnell entfarbt wird 
wie der Flavinphosphorsdureester. Das Lactoflavin wird also ebenfalls 
mit der Quantenausbeute 4°% von 436 my unter diesen Umstanden 
zerstort. Die Bestrahlung wurde diesmal 78 Minuten fortgesetzt (ent- 
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J 
spricht 103 Minuten im Versuch 7). Nach dieser Zeit war In —”, 445 mu 


- 0,05, d. h. es war fast keine Absorption bei dieser Wellenlinge tibrig- 
veblieben. Es wurde jetzt Luft eingeleitet, wobei sich die Lésung 
wieder gelb farbte. Das Absorptionsspektrum dieser Lésung ist in der 
Abb. 5 dargestellt. 

Die beim Deutero-flavin- (phos- a 








phorsaureester) erscheinende Bande 
425 bis 430 my ist beim Deuterolacto- ov 








e . . ) 
flavin nicht vorhanden. = 
SS 
Versuch 10. Lactoflavinin Wasser 
und Sauerstoffatmosphare. 436muy. ‘ 
‘ ae “0 420. WO 60 80 SO0m« 
Lésung: 11,0 y Lactoflavin pro sania — 
» - 9 Abb. 5. 
leem. d@=Ilem. it =2,74.10-’. 
Nach 30 Minuten: J, f 
Bestrahlungszeit In —, 445 ma 
gp = 0,07. 10° ¢ 
Nach 75 Minuten: Dim .<.. 0,756 
: 30 0,683 
’ 0,08 . 1LO-- pated ad : Sides o 
? l i ee 0,544 


Der fiir ~ gefundene Wert stimmt genau mit dem entsprechenden 
fiir die Wirkungsgruppe iiberein, siehe Versuch 5, wo die Zerstérung 
manometrisch bestimmt wurde. Es wurde jetzt untersucht, ob die 
Quantenausbeute in Abwesenheit von Sauerstoff (4°) durch die Wahl 
eines anderen Lésungsmittels sich erhéhen 1aBt. Es stellte sich heraus, 
daB die Quantenausbeute in Methanol kaum gréBer wurde. Eine Zugabe 
von Hexosemonophos phat bei der Bestrahlung des Lactoflavins in Wasser- 
losung und Argonatmosphare hatte keinen EinfluB auf die Zerstérungs- 
geschwindigkeit. Es stellte sich bei Bestrahlung des Lactoflavins in 
Wasserlésung und Argon mit 366 my heraus, daB8 die Abnahme der 
Absorption bei 445 my ein etwas kleineres m gab als 4 bis 45°, mit 
der Wellenlange 436 mu. Noch langsamer als bei 445 mu nahm die 
Absorption bei 366 mu ab; dies beruht offenbar darauf, daB das Be- 
strahlungsprodukt bei 366mu verhaltnismaBig starker als bei 445 mu 
absorbiert. Wurde Luft nach der Bestrahlung mit 366 my. eingeleitet, 
so stieg die Absorption bei 366 my fast auf den Anfangswert, wahrend 
die Absorption bei 445 my wie friiher nicht bis zum Anfangswert stieg. 


Versuch 1]. Lactoflavininn/10 Salzsiure und Argonatmosphiare. 
436my. 7 = 2,68.10-7. 11 y Lactoflavin pro lecm. d lem. 





Jo ; Jo 
Bestrahlungszeit In a 445 mu Bestrahlungszeit In the 445 mu 
OF: ar 0.732 2 re 0,678 
Reg ea ae 0,713 | el ay rae ae 0,470 


13 * 
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Die Absorption nahm hier viel langsamer ab als in Wasserlésung. 
Unter der Annahme, daB der Absorptionskoeffizient des Deutero- 
leuko-lactoflavins gleich ein Viertel von dem des Ausgangsmaterials 
ist, berechnet sich aus dem 44-Minuten-Wert die Quantenausbeute zu 
0,3.10-*, d. h. die Umsetzung geht in n/10 Salzsiure 15mal langsamer 
als in Wasser. 

Versuch 12. Lactoflavin in n/500 Natronlauge und Argonatmo- 
sphare. 
436myu. «7 = 2,69.10-7. 13,5» Lactoflavin pro lecm. d = lem. 





J J 
Bestrahlungszeit In + , 445 mu Bestrahlungszeit | In sa , 445 mu 


oe a ee 0,900 a, A 0,254 
0,482 8 ets 0,249 


2 0,336 


” 


J 
Es wurde nach 8 Minuten Luft durchgeleitet. Dabei stieg In rf 


445 mu, auf 0,621, also nicht zum Anfangswert. Bei der Bestrahlung 
: . a, . ;, 
entstand ein Leukokérper mit In : ie 0,25. Die Quantenausbeute 


laBt sich folgendermaBen angenihert berechnen. Die mittlere Licht- 
intensitat war von 0 bis 1 Minute = 0,75. 2,69 .10-7 = 2,02. 10-7; 
von 0 bis 2 Minuten 0,79 . 2,69.10-7 = 2,12.10-’. B,,. 
. 107 qem/Mole. Wenn man nun beriicksichtigt, daB beim Ver- 
schwinden von 1 Mol Lactoflavin 1 Mol Leukokérper auftritt, wird 
man finden: 0 bis 1 Minute: gm = 20%, 0 bis 2 Minuten: g = 19%. 
Die Lésung wurde mit HCl angesaiuert und mit Chloroform ge- 
schiittelt. Dabei ging die gelbe Farbe in die Chloroformphase. Es hatte 
sich also, wie zu erwarten war, Lumilactoflavin gebildet; bei der Be- 
strahlung in neutraler Lésung entstehen keine chloroformléslichen 
Produkte. Die Quantenausbeute 20°, war die héchste, die ich in 
meinen Versuchen erreichte. 
Versuch 13. Lactoflavin in n/2 Natronlauge und 


Argonatmosphare. 


436 mu. 7 3,50.10-7. 11,5y pro lccm. d lem, 





J 4 J y 
Bestrahlungszeit In - , 445 mu Bestrahlungszeit In >; , 445 mu 


ESS SE ee 0,801 Ly 0,278 
a. bel we as to 0,658 es eet oy 0,227 
«LR? Mell GRIT? ie a Oe 0,525 1 lle ese ae ts ue (),219 
Oo Min. . . i 0,336 BE ee wh a Re 0,217 





J 
Als Luft durchgeleitet wurde, stieg In 3 auf 0,815, d.h. auf die 


gleiche Héhe wie der Anfangswert. Dies war nicht der Fall im vorigen 
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Versuch mit der schwacheren Lauge. In n/2 Natronlauge scheint also 
die Umsetzung zu Lumilactoflavin quantitativ zu verlaufen. Die Be- 
rechnung der Quantenausbeute nach derselben Methode wie im Ver- 
such 12 ergibt fiir den 20-Sekunden-Wert g = 14,8°%, fiir den 60-Se- 
kunden-Wert g = 11,1%. g ist also in der starkeren Lauge etwas 
niedriger als in der n/500-Lauge. Es wurde schlieBlich untersucht, 
ob der Sauerstoff irgendeinen EinfluB auf die Lumiflavinbildung in 
alkalischer Lésung hat. 


Versuch 14. Lactoflavin in n/2 Natronlauge und 
Sauerstoffatmosphare. 
436my. 7¢ = 3,84.10-7. 11,5y pro leem. d= 0,97 cm. 

Es wurde 60 Sekunden bestrahlt. Dabei anderte sich die Licht- 
absorption nicht merklich. Jetzt wurde mit HCl angesaduert, mit Chloro- 
form ausgeschiittelt und die Absorption bei 445 my sowohl in Chloro- 
formphase als auch in der Wasserphase gemessen. Es ergab sich, auf 


J 
dasselbe Volumen und dieselbe Schichtdicke bezogen: In 3 Chloroform 


J 
— 0,24, n° 


Wasser = 0,58. 


J 

Die Quantenausbeute wurde aus den angegebenen Werten berechnet ; 
sie betrug 4,5°%. Der Sauerstoff verschlechtert also die Quanten- 
ausbeute etwas. 

Erérterung der Resultate. 

1. Es wurde als Voraussetzung angenommen, da die Wirkungs- 
gruppe, solange sie noch mit der EiweiBkomponente kuppelt, un- 
verandert ist. 

2. Die Wirkungsgruppe, Flavinphosphorséure, reagiert bei der 
Bestrahlung quantitativ genau so wie Lactoflavin. Die Veresterung 
des Flavins mit Phosphorsaure hat mit anderen Worten keinen EinfluB 
auf den Abbau durch Licht. 

3. Die Zerstérung des Flavins bzw. seines Phosphorsaureesters, 
geht in Abwesenheit von Sauerstoff viel schneller, als wenn Sauerstoff 
anwesend ist; dabei spielt der Partialdruck des Sauerstoffs eine groBe 
Rolle : die Reaktion verlauft in Luft viel schneller als in reinem Sauerstoff. 

4. Der Abbau erfolgt bei saurer Reaktion langsamer, bei alkalischer 
Reaktion schneller als bei neutraler. 

5. Es bildet sich bei der Bestrahlung in Argonatmosphare zuerst 
Deutero-leukoflavin-(phosphorsdure). Dieser Kérper scheint bei fort- 
gesetzter Bestrahlung ohne Sauerstoff langsam zu_ 6, 7-Dimethyl- 
alloxazin gespalten zu werden. Diese letztere Umsetzung kann ja auch 
nicht sehr schnell gehen, weil der Leukokérper einen niedrigen Absorp- 
tionskoeffizienten hat. Wird nach einiger Zeit Bestrahlung Luft 
eingeleitet, so oxydiert sich der noch nicht zu Dimethylalloxazin um- 
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gewandelte Teil der Deutero-leuko-flavin-(phosphorsaure) sofort zu 
Deutero-flavin- (phosphorsaure) !. 


6. Bestrahlt man die Wirkungsgruppe mit 436 my in Anwesenheit 
von Sauerstoff, so verschwindet die katalytische Wirkung langsam, und 
zwar ebenso langsam wie die Lichtabsorption bei dieser Wellenlange. 
Die Entfarbung des Lactoflavins verlauft mit derselben Geschwindigkeit. 


Ich habe mir nun die folgende Theorie tiber die gefundenen Er- 
scheinungen gebildet. Es ist unméglich, zu verstehen, warum ein 
absorbiertes Lichtquantum einmal eine Veranderung im Flavinmolekiil 
hervorruft, das andere Mal aber nicht. Die Quantenausbeute war ja 
in keinem Versuch 100°. Ich nehme nun als Erklarung an, daB bei 
der Absorption eines Quantums das absorbierende Molekiil in einen 
,,.primaren Photokérper* tibergeht, oder, daB es, wie man bisweilen diesen 
Vorgang ausdriickt, ,,aktiviert** wird. Der primare Photokérper hatte 
nun die Wahl, entweder zu Flavin (-phosphorsaure) wieder ,,entaktiviert*’ 
zu werden, oder zu Deutero-leuko-flavin (-phosphorsadure) irreversibel 
umgewandelt zu werden. Der Sauerstoffpartialdruck und die Wasser- 
stoffionenkonzentration wiirde dann den prozentualen Anteil von irre- 
versibel veranderten Molekiilen, d. h. die Quantenausbeute, bestimmen. 
Ich nehme also an, daB in jedem Falle der photochemische Abbau tiber 
Deutero-leuko-flavin-(phosphorséure) geht. Diese Verbindung hat 
einen sehr niedrigen Absorptionskoeffizienten (fiir 445 mu B = 0,18 
. 10% qem Mole) und wird demgemaéB nur sehr langsam durch die Be- 
strahlung zu Dimethylalloxazin weiter gespalten. Ist wiederum Sauer- 
stoff beider Bestrahlung anwesend, dann wird ja die Deutero-leuko-flavin- 


(phosphorsaure), je nachdem sie (langsam) gebildet wird, zu Deutero- 
flavin-(phosphorséure) oxydiert. Diese Verbindung ist wiederum stark 
gelb gefarbt und wird deshalb vom Licht schnell zu Dimethylalloxazin 


weiter gespalten. Die Deuteroverbindungen kommen dann in An- 
wesenheit von Sauerstoff nie zum Vorschein; gleich nach ihrer Ent- 
stehung werden sie zu Dimethylalloxazin abgebaut. Die letztere Ver- 
bindung ist im Verhaltnis zu den Flavinen praktisch ungefarbt. Dadurch 
erklart sich die Tatsache, daB bei Anwesenheit von Sauerstoff die 
Inaktivierung der Wirkungsgruppe mit der Entfarbung parallel geht. 
In stark alkalischer Lésung (n/2 Natronlauge) geht das Deutero-flavin 
quantitativ in Lumiflavin iiber; es wird kein Dimethylalloxazin 
gebildet. In schwach alkalischer Lésung (n/500 Natronlauge) entsteht 
sowohl Dimethylalloxazin als auch Lumiflavin. Das folgende Schema 


' Es ist unbekannt, ob im Deuteroflavin die kohlenhydratahnliche 
Seitenkette noch im Molekiil vorhanden ist. Da die Phosphorséure an der 
Seitenkette sitzt, laBt sich also noch nicht sagen, ob es tiberhaupt eine 
..Deutero-flavin-phosphorséure* gibt. 
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stellt die angenommenen Umwandlungen des Lactoflavins oder seines 


Phosphorsaureesters dar. 

Der Sauerstoff wirkt also schiitzend gegen die Zerstérung durch 
Bestrahlung, und zwar nach der angefiihrten Theorie dadurch, daB er 
die Riickbildung des primaren Photokérpers zu Flavin beférdern wiirde. 
Dieser Umstand hat mdglicherweise eine physiologische Bedeutung. 
Wenn namlich das Flavin der Netzhaut mit dem Farbsehen zu tun hat, 
so ist wahrscheinlich die Umwandlung des Flavins zum primaren Photo- 
kérper derjenige Vorgang, der den Sehnervenreiz herbeifiihrt. Die 
weitere irreversible Umwandlung des Photokérpers zu Deutero-leuko- 
flavin bedeutet einen Verlust des wertvollen Flavins. Dieser Verlust 
wird nun durch den Sauerstoff der Netzhaut herabgedriickt. 
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Mikromethode zur Bestimmung der Acetonkérper im Harn. 


Von 
Osear Cantoni. 
(Aus der medizinischen Universitatsklinik Mailand.) 


(Eingeaangen am 31. Mai 1935.) 


In zwei friiheren, in dieser Zeitschrift erschienenen Mitteilungen! 
veroffentlichte ich eine Mikromethode zur gleichzeitigen Bestimmung 
des préformierten und des der Acetessigsiure entsprechenden Acetons, 
sowie eine Methode zur Bestimmung der einzelnen oder der gesamten 
Acetonkorper im Blute. Diese Methode habe ich nunmehr zur Bestimmung 
der Acetonkérper im Harn ausgearbeitet. 

Der zur Analyse bestimmte Harn muB frisch oder im Eisschrank 
nicht langer als 24 Stunden aufbewahrt sein. Durch eine qualitative 
Vorprobe tiberzeugt man sich, ob Acetonkérper nicht in besonders 
groBem Uberma8 vorhanden sind; in diesem Falle miiBte der Harn zur 
Halfte, eventuell noch mehr, verdiinnt und die Verdiinnung dann in 
Rechnung gezogen werden. 

Wenn man nur das praformierte Aceton und die Acetessigsaiure 
bestimmen will, so ist keine besondere Vorbehandlung des Harns nétig; 
will man aber auch die £-Oxybuttersaure oder die gesamten Aceton- 
kérper bestimmen, dann miissen Glucose und andere stérende Bei- 
mengungen mittels einer modifizierten Kupfer-Kalkfallung nach 
Salkowski-van Slyke? entfernt werden. 

Zu diesem Zwecke bereitet man sich folgende zwei Reagenzien vor: 
a) eine 8%ige Kupfersulfatlésung; b) eine 5° ige Calciumhydroxyd- 
suspension. 

In einer Stépselflasche mischt man 1 cem Harn mit 5 cem a) und 
fallt mit 4 ccm der sehr stark durchgeschiittelten Suspension b). Man 
schittelt vorsichtig aber griindlich um, und 14Bt die hellblaue, alkalisch 
gewordene Mischung !/, Stunde stehen und filtriert dann durch ein 
kleines trockenes Faltenfilter. Vom wasserklaren, alkalischen, 1: 10 
verdiinnten Harnfiltrat kommen 2 ccm zur weiteren Behandlung. Sollte 
der Harn mehr als 8% Glucose enthalten, miiBte man ihn vor der 
Kupfer-Kalkfallung entsprechend verdiinnen, da sonst die Entfernung 
der Glucose unvollstandig ist. 

Zur Destillation und zur Kolorimetrie verfahrt man genau nach 
den von mir a. a. O. empfohlenen Vorschriften, indem man 2 cem Harn- 


1 Diese Zeitschr. 274, 45, 1934; 277, 448, 1935. — ? J. of biol. Chem. 
82, 455, 1917. 
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filtrat mit 8 cem Wasser (oder 0,2 cem Harn plus 10 cem Wasser, wen: 
die f£-Oxybuttersiurebestimmung auBer acht gelassen wird) in de) 
Destillationskolben bringt, 5 cem Schwefelsiure D 1,7* hinzufiigt un 
alles weiter in iiblicher Weise durchfihrt. 

Da man auch fiir den Harn, wie fiir das Blut, von 0,2 ccm ausgeht. 


so erfolgt die Berechnung der Analysenergebnisse einfach mit Hilfe de: 
selben Faktoren. 


* Die Schwefelsiure D 1,7 bereitet man dureh Verdiinnung von 
2 Volumen konzentrierter D 1,84 mit 1 Volumen Wasser; und nicht mit 
2 Volumen Wasser, wie in der letzten Mitteilung versehentlich angegeben ist. 





Stért Stickstoffwasserstoffsiure 
hei der Mikrojodbestimmung nach dem Winklerschen Prinzip? 


Von 
J. F. Reith und J. de Beus, 


(Aus dem ,,Ryks Instituut voor de Volksgezondheid™ in Utrecht.) 


(Eingegangen am 12. Juni 1935.) 


Vor kurzem hat Grodk Béla (1) in dieser Zeitschrift seine Erfahrungen 
iiber den Gebrauch des Natriumazids bei seiner Mikrojodtitrations- 
methode mitgeteilt. Ein zu grofer AzidiiberschuB erwies sich als 
schadlich, weil beim Kochen in phosphorsaurehaltiger Lésung die 
Stickstoffwasserstoffsiure zerstérend (reduzierend ?) auf das Jodat 
einwirkt. Diese Mitteilung kénnte zu der Befiirchtung AnlaB geben, 
daB auch bei der Winklerschen Jodtitration, wie einer von uns (2) sie 
fiir kleinste Jodmengen modifiziert hat, ein AzidiiberschuB gefahrlich 
sein kénnte. Bekanntlich wird dabei das stérende Nitrit in der zu 
untersuchenden Lésung mit iiberschiissigem Azid zersetzt, darauf das 
Jod mit Brom zu Jodat oxydiert, der BromiiberschuB ausgekocht und 
schlieBlich das Jodat in gew6hnlicher Weise titriert. Beim Auskochen 
verschwindet fast alles Brom in den ersten Sekunden des Siedens, auch 
die fliichtige Stickstoffwasserstoffsaure verschwindet bald, aber lang- 
samer und nicht vollstandig (von 10 mg HN, bliekh nach 45 Sekunden 
Sieden noch 0,08 mg in der Fliissigkeit). Man kann sich also zwei 
Fehlerquellen denken: A. Sobald der BromiiberschuB verschwunden 
ist, reduziert die Stickstoffwasserstoffsiure das zu titrierende Jodat: 
B. bei der Titration binden die iibriggebliebenen HN;-Spuren das 
frei gemachte Jod, das man titrieren sollte. Die friiheren Be- 
stimmungen (Il. ¢., 2, S. 262) haben schon im allgemeinen gezeigt, 
daB bei richtigem Arbeiten keine Stérungen auftreten. Die 
folgenden Versuche a bis i (alle Doppelbestimmungen) haben wir 
jetzt besonders zur Beantwortung dieser beiden Fragestellungen 
durchgefiihrt. 


In allen Versuchen wurde zuerst das Jod als Jodatlésung und die 
Stickstoffwasserstoffsaure als Natriumazidlésung einpipettiert, sodann 
nach meiner Vorschrift mit 0,5 n Schwefelsiure bis zu saurer Reaktion 
auf Kongopapier angeséuert, ein Tropfen iiberschiissige Schwefelsaure 
zugesetzt, auf ein Gesamtvolumen von 2 ccm aufgefiillt und 45 Sekunden 
ausgekocht. Das Jodat wurde in gewéhnlicher Weise mit etwa n/ L000 
Thiosulfatlésung titriert. 
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a) 5y Jod (als JO;) werden wie oben beschrieben, aber ohne Kochen 
sofort titriert. Titration: 0,235 und 0,240 cem Thiosulfatlésung. 

b) 5» Jod (als JO!) werden wie oben beschrieben (aber ohne Brom) in 
saurer Lésung gekocht. Titration: 0,230 und 0,235cem Thiosulfatlésung 
5 y Jod (als JO) ) + 10mg HN,: wie b behandelt. Titration: 0,235 und 
0,240 cem Thiosulfatl6sung. 
5 » Jod (als JO} ) + 0,3 mg HN, nach Ansiuern sofort titriert. Titration 
0,236 und 0,235eem Thiosulfatlésung. 
wie d, aber + I1mg HN,. Titration: 0,236 und 0,235 eem Thiosulfat 
losung. 
wie e, aber + 3mg HN,. Titration: 0,233 und 0,236 cem Thiosulfat - 
losung. 
wie e, aber + 10mg HN,. Titration: 0,206 und 0,202 cem Thiosulfat - 
lé6sung. 
5» Jod (als JO;) + 3mg HN, + Brom bis Gelbfarbung, werden wie 
oben beschrieben in saurer Lésung gekocht. Titration: 0,240 und 
0,240 eem Thiosulfatlésung. 
wie h, aber + 10mg HN,. Titration: 0,235 und 0,240 cem Thiosulfat- 
lésung. 


Zur Fragestellung A erscheint uns die Antwort berechtigt, dab 
die Stickstoffwasserstoffsiure auch in extremen Verhaltnissen nicht 
Jodat reduziert (vgl. Versuch c). 

Zur Fragestellung B sei folgendes bemerkt. Die Stickstoffwasser- 


stoffsiure verbraucht nach unseren hier nicht mitgeteilten Versuchen 
in schwefelsaurer Lésung auBerst langsam freies Jod [nach Raschig (3) 
sollte dies nicht der Fall sein]; diese Jodbindung wird durch Natrium- 
thiosulfat katalytisch beschleunigt. Dessen ungeachtet verlauft diese 
Reaktion wahrend der Jodtitration so langsam (vielleicht weil jeder 
Thiosulfatzusatz sofort verbraucht wird), daB Jodverluste nicht ein- 
treten. Dieser SchluB stiitzt sich auf die Versuche d bis i. 

Das Natriumazid hat sich also wieder als ein einwandfreies Hilfs- 
mittel’ bei der Jodbestimmung in Anwesenheit von Nitriten gezeigt. 


Zusammenfassung. 


Stickstoffwasserstoffsiure reduziert Jodate nicht und verbraucht 
kein freies Jod bei der Jodtitration nach Winkler in der Mikroausfithrung 
nach Reith. 

Literatur. 

1) Groak Béla, diese Zeitschr. 270, 291, 1934. — 2) J. F. Reith, ebenda 
216, 249, 1929; 224, 223, 1930. — 3) Raschig, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 
48, 2088, 1915. 
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In welchem Umfang sind Schwankungen 
des EiweiBbgehalts der Nahrung ohne gleichzeitige Anderung 
der Harnquotientenlage moéglich?! 


Von 


Otto Franke. 


(Aus den seminaristischen Ubungen fiir pathologische Physiologie an der 
Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 2. Mai 1925.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Bisher lagen nur vereinzelte Beobachtungen, die gelegentlich von 
Untersuchungen mit anderen Zielen beiléufig gemacht worden waren, 
zu der Frage vor, in welchem Umfange Anderungen im EiweiBgehalt 
der Nahrung bei demselben Individuum Anderungen in der Harn- 
quotientenlage bedingen. Eine genaue Kenntnis dieser Beziehungen 
zwischen Anderungen des NahrungseiweiBgehalts und Harnquotienten- 
lage ist aus folgenden Griinden notwendig. In einer Reihe von Unter- 
suchungen aus dem hiesigen Laboratorium, iiber die Bickel (8) unlangst 
zusammenfassend in seinem Vortrage: ,,NaturgemdBe Erndhrung und 
Eiweifstoffwechsel referiert hat, wurde gezeigt, daB Zulage von ge- 
wissen Aminosdiuren in kleinen und gréBeren Mengen zur gemischten 
und mit bestimmtem EiweiBgehalt versehenen Nahrung die Harn- 
quotientenlage meistens erhéht. Wenn auch die Erfahrung, daf schon 
sehr geringe Aminoséiuremengen solche Wirkung ausiiben kénnen, gegen 
die Annahme sprach, daB durch eine Unverwertbarkeit solcher Amino- 
sauren im Korper die genannten Veranderungen im Harn zustande- 
kommen kénnten, weil diese Séuren als solche oder in irgendwelchen 
Bruchstiicken durch die Nieren zur Ausscheidung kamen, so war es 
doch in héchstem Grade wiinschenswert, ganz sichere Anhaltspunkte 
fiir die Beurteilung dieser Frage zu haben. Denn es handelt sich ja bei 
der ganzen Sache um nicht weniger als um das fiir die gesamte Er- 
nahrungslehre bedeutungsvolle Problem, ob die enterale Zufuhr von 
nativem EiweiB im Stoffwechsel sich anders auswirkt als die enterale 
Zufuhr einzelner Aminosauren oder deren Gemische. Wenn namlich 
der Gehalt der Nahrung an nativem EiweiB innerhalb breiter Zonen 
bei gleichbleibender Gesamtkalorienzufuhr gedindert werden kann, 
ohne daf dadurch die Lage der Harnquotienten beeinfluBt wird, 
wenn es also beim nativen Eiweif in dieser Hinsicht nicht darauf an- 


' Auszug aus einer Dissertation, Medic. Fakultat, Berlin. 
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kommt, ob bei einer bestimmten allgemeinen Ernahrungslage ein paar 
Gramm oder Dezigramm N neben den entsprechenden C- und H-Mengen 
mehr oder weniger in der Nahrung enthalten sind, dann kann eine nach 
der zusatzlichen Zufuhr von wenigen Dezi- oder Zentigrammen N mit 
den zugehérigen C- und H-Mengen in der Form reiner Aminosauren 
auftretende Harnquotientenanderung nicht auf einem unverwertbaren 
Materialzuwachs als solehem beruhen, sondern ist nur erklarbar durch 
die Annahme einer besonderen Wirkung der zugelegten Aminosauren 
auf die Umsetzungen im intermediiren Stoffwechsel, die dem nativen 
EiweiB nicht zusteht. 

Fiir die beiden Extreme, die eiweiBfreie und die fast nur aus Eiweib 
bestehende Ernahrungsart, war bereits im hiesigen Laboratorium die 
Harnquotientenlage festgestellt worden. 

Grapentin (6) hatte bei Versuchen an weiBen Ratten mit gemischter 
Nahrung, deren EiweiBgehalt, auf lufttrockene Substanz berechnet, etwa 
12,7°4 betrug, folgende Harnquotientenlagen in jeweils der ersten Versuchs- 
periode beobachtet: C: N = 0,567 — 0,671, Vakat-O: N = 0,733 — 0,904: 
nach Ersatz des EiweiBes durch Fett und Kohlenhydrat war die Lage der 
Quotienten folgende: C: N = 0,825 —- 1,457, Vakat-O: N = 1,292 — 2,950. 
Die niedrigen Zahlen fiir C: N und Vakat-O: N bei der eiweiBfreien Nahrung 
betrafen vorziiglich den Sonderfall, in dem diese Nahrung eine fast reine 
Fettnahrung war. Kanai (7) hatte andererseits an weiben Ratten bei einer 
Nahrung, deren EiweiBgehalt — auf lufttrockene Substanz berechnet — 
etwa 52°, betrug, als Mittelwerte fiir C: N = 0,626 und fiir Vakat-O: N 
1,151 gefunden. 


Man ersieht schon aus einem Vergleich der Harnquotientenwerte 
in der Grapentinschen Versuchsperiode bei 12,7°/, EiweiB in der Nahrung 
mit der Kanaischen Versuchsperiode bei etwa 52°, EiweiB in der 
Nahrung, da erhebliche Schwankungen in dem EiweiBgehalt der 
Nahrung grundsitzlich keine Anderungen in der Harnquotientealage 
hervorzurufen brauchen. Die Kanaischen Ratten waren junge, im 
Wachstum befindliche Tiere von 110 bis 130g, die Grapentinschen 
Ratten waren ausgewachsene Tiere von 280 bis 300g. In starkem 
Wachstum befindliche Individuen haben an sich schon eine etwas 
héhere Harnquotientenlage, wie wir aus den Versuchen von Heubner 
und Rubner (1), wie van Oordt (2) am menschlichen Saugling wissen. Die 
Kanaischen Zahlen sind also Maximalwerte fiir die hier vorliegende 
Ernahrungslage. 

In einer Arbeit aus dem hiesigen Laboratorium teilte ferner Rahms- 
dorf (10) zwei Versuche an je fiinf weiBen Ratten mit, in deren Verlauf er an 
1 Tag die N-Zufuhr durch die Nahrung um 97 bzw. 93°53 erhéhte; es handelte 
sich um einen Versuch, bei dem ein minderwertiges NahrungseiweiB, naimlich 
LinseneiweiB verwendet wurde, das an sich eine hohe Harnquotientenlage 
bedingt. Die Werte an den beiden Tagen, die der NahrungseiweiB vermehrung 
voraufgingen, und die Werte am Tage der EiweiBvermehrung wie an dem 
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darauffolgenden Tage habe ich nach den in der Rahmsdor{schen Dissertation 
veréffentlichten Protokollen in der Tabelle I zusammengestellt. 


Tabelle I. 





— —— Mittelwerte Vakat-O:N Mittelwerte 
Rattengruppe I. 
646,5 0,917 | 9 932 0,879 
644,0 0,947 | oa 1,029 
1270,5 0,901 | 9.921 0,901 
649,0 0,949 | ins 0,955 
Rattengruppe II. 
646,5 0,917 ( 1,077 | 
651.5 os9g || +808 091 | 
1255.5 0,943 | 9.955 0,970 \ 
668,9 0,968 | ia 0,882 | 


0.954 


0,928 


1,084 


0,926 


An den Versuchstagen Nr. 1, 2 und 4 enthielt das lufttrockene Futter 
etwa 18% und am dritten Versuchstage, bei der hier gleichzeitig obwaltenden 
starken Vermehrung der Gesamtfuttermenge etwa 23°, EiweiB; am dritten 
Versuchstage war namlich genau wie auch an den anderen Tagen die gesamte 
Nahrungsmenge verzehrt worden, obwohl sie viel gréBer war. 

Man sieht, daB bei einem urspriinglichen EiweiBgehalt der ge- 
mischten Nahrung von 18° eine Erhéhung der absoluten Menge des 
EiweiBes um 50°, und dabei sogar eine nicht unbetrachtliche Steigerung 
des Gesamtkaloriengehalts der Nahrung um etwa 12 Kalorien bei ur- 
spriinglich etwa 29,5 Kalorien fiir jedes Tier am ersten oder zweiten 
Versuchstage (die einzelnen Versuchstiere wogen 140 bis 160 g) keine 
wesentlichen Anderungen in der Harnquotientenlage herbeifiihrte. 

Beim Menschen liegen die Verhaltnisse ganz ahnlich. In einer Arbeit 
iiber die physiologischen Schwankungen der Harnquotienten C: N_ teilte 
Bickel (3) Beobachtungen mit, nach denen bei einer taglichen EiweiBzufuhr 
von etwa 80g im Rahmen einer gleichmaBig zusammengesetzten kalorisch 
ausreichenden Ernaihrung und bei Berechnung auf 70 kg Korpergewicht der 
Harnquotient C: N, ausgedriickt in Periodendurchschnittswerten, bei acht 
stoffwechselgesunden Personen im Mittel von 16 Perioden bei 0,722 lag, 
wahrend er bei vier Personen, die etwa 100g EiweiB in ihrer taglichen, im 
iibrigen etwas variabel zusammengesetzten, jedoch kalorisch ausreichenden 
Kost erhielten, im Mittel von acht Perioden bei 0,750 lag. 

Alle mitgeteilten Beobachtungen an weiben Ratten und am 
Menschen lehren also, da8 im Rahmen einer bestimmten kalorisch 
ausreichenden Ernahrung der EiweiBgehalt der Nahrung innerhalb 
nicht allzu enger Grenzen schwanken kann, ohne da dadureh die 
durchschnittliche Harnquotientenlage in mehrtigigen Beobachtungs- 
perioden wesentlich beeinfluBt wird. Andererseits lehren die Versuche 
von Kanai und Grapentin, daB eine kalorisch ausreichende, annahernd 


reine EiweiSernahrung eine niedrigere, eine kalorisch ausreichende, 
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fast eiweibfreie Nahrung dagegen eine sehr hohe Harnquotientenlag: 
bewirkt. 

Eine Erginzung und zugleich Erweiterung nach bestimmter Richtung 
erfahren diese Beobachtungen durch die Arbeit von Machnitzky (9). Er 
zeigte, daB, ausgehend von einem EiweiBgehalt der taglichen Nahrung von 
22,2%, der noch eine deutlich positive N-Bilanz garantierte, eine fort- 
schreitende Senkung des EiweiBgehalts der Nahrung bis auf etwa 3% bei 
nur unwesentlich vermindertem Kaloriengehalt eine fortschreitende Harn- 
quotientensteigerung herbeifiihrt, die ihren Héhepunkt erreicht, wenn die 
N-Bilanz negativ wird. 

Zusammenfassend ]aBt sich sagen, daB die bisher in der Literatur 
vorliegenden Untersuchungen folgendes gelehrt haben: Unter der 
Voraussetzung eines ungefahr gleichbleibenden und fiir das jeweilige 
Individuum unter normalen Ernaihrungsbedingungen geniigenden Kalo- 
riengehaltes der taglichen gemischten Nahrung kann bei reichlichem 
qualitativ bestimmtem Eiweibgehalt der Nahrung dieser in nicht uner- 
heblicher Breite mengenmaBig geaindert werden, ohne daB die Lage 
der Harnquotienten dadurch wesentlich beeinfluBt wird. Bei einem 
bestimmten geringen, aber immer noch eine deutliche positive N-Bilanz 
garantierenden EiweiBgehalt der Nahrung fiihrt eine Verringerung 
desselben schrittweise zur Steigerung der Harnquotienten, noch bevor 
das N-Gleichgewicht erreicht ist oder gar die N-Bilanz einen negativen 
Wert erreicht, bei dem die Harnquotientenlage ihre gréBte Héhe gewinnt. 

Wahrend es durch diese Arbeiten klar geworden ist, daB bei der 
Reduzierung des taglichen EiweiBkostmaBes unter eine gewisse Grenze 
die Harnquotienten in die Héhe streben und damit die mangelhafte 
EiweiBversorgung des K6érpers ankiindigen, lange bevor die N-Bilanz 
negativ wird, blieb die Frage noch unentschieden, ob nun oberhalb 
der eben genannten Grenze im Bereich der véllig zureichenden oder 
gay tiberreichlichen Eiwei8versorgung iiberhaupt keine Anderung 
in der Harnquotientenlage durch Anderungen im EiweiBgehalt der 
taglichen Nahrung herbeigefiihrt werden kann, und ob nur dann die 
Senkung der Harnquotienten auftritt, wenn die Nahrung eine fast 
reine EiweiBnahrung ist, wie es bei den Kanaischen Versuchen der 
Fall war. Auf Veranlassung von Herrn Professor Bickel habe ich diese 
Frage in seinem Laboratorium an weiben Ratten untersucht, die ein 
Koérpergewicht von etwa je 200 g hatten, also annahernd ausgewachsen 
waren. 

Experimenteller Teil. 

Zehn miannliche weiBe Ratten mit einem Durchschnittsgewicht von 
200 g wurden zu je fiinf in zwei groBen Stoffwechselkafigen gehalten. 

Die fiinf ersten Versuchsperioden erstreckten sich iiber je 5 Tage, die 
sechste Periode iiber 4 Tage. Zwischen je zwei Perioden wurden je 2 Tage 
eingeschoben, an denen die Tiere schon das Futter der folgenden Periode 
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erhielten und sich in ihrem Stoffwechsel darauf einstellen konnten. An 
diesen Zwischentagen wurde Harn und Kot nicht untersucht. Die Zusammen- 
setzung des Futters ist aus der Tabelle IT ersichtlich. . 


Tabelle Il. Tagliche Futtermenge fiir zehn Ratten. 





Periode: 1 2 3 4 5 6 


g Cal g Cal g Cal g Cal g Cal g Cal 


Casem >... « 2 40;160 385 140 30 120; 20 80 15) 60 10 40 
Butter ..... . 20/}180 20 180 20 180: 20 180; 20;180 20 180 
Starke ..... | 30'120 30, 120 30! 120; 35 140; 40 160) 40 160 
Zucker. .... —|— 5; 20; 10| 40; 16, 64] 16| 64/ 22) 88 
Salzgemisch . . . 1; — 1/ — 1; — 1, — 1 - 1; — 
Citronensaft . : 5 — 5) — 5) — 5; — 5} — 5) - 
Leitungswasser . | 500 500 500 450 450 450 
Trockensubstanz . 91 91 91 92 92 93 
Gesamtkalorien 

etwa .. . sil 460 460 460 464 464 468 
% Eiweib auf | 
Trockensubstanz | 44,4 37,7 33,3 21,9 16.5 10,8 


| 


Tabelle III. 





Eiweibgehalt| Mittleres Nahrungseiweil 


Ver- der luft- Korper- auf 100 g Kor- | Periodenmittelwert fiir 
suchs- neo —. Fg —- iti tw 
ee Soieune “Periode Ende jeder c:n Vakat-  Vakat- ie 
Nr. in J, ing Periode in °/o P O:N O:¢ 
Versuchsgruppe A (5 Ratten). 
1 44 205 1,9 0,610 0,549 0,900 + 0,141 
2 38 217 1,6 0,605 0,563 0,981 + 0,116 
3 33 221 14 0,686 0,635 0,998 + 0,131 
+ 22 212 0.9 0,851 1,091 1,282 + 0,098 
5 16 186 O08 0,827 1,004 1,214 + 0,080 
6 11 165 0,6 0,800 1,026 1,282 | + 0,002 
Versuchsgruppe B (5 Ratten). 
1 44 201 1,9 0,603 | 0,538 0,892 + 0,170 
2 38 211 iy 0,588 0,526 0,894 + 0,129 
3 33 212 1,4 0.610 0.577 0946 + 0,142 
4 22 200 1,0 0,747 0,819 1,096 | + 0,107 
5 16 176 0.9 0,746 0,984 1,319 + 0,081 
6 11 157 0,6 0,725 0,981 1,367 + 0,030 


Zu der Tabelle LIL ist noch erginzend zu bemerken, dai jedes Tier 
taglich mit der Nahrung etwa 46 Kalorien erhielt und den Nahrungsstickstoff 
ausweislich der Kotanalysen gut resorbierte. Mit der fortschreitender 
N-Verarmung der Nahrung nahmen auch die Kot-N-Werte ab. Die Zahlen 
der N-Bilanz sind Mittelwerte fiir 1 Tier und 1 Tag in jeder Periode. 

In dem von je fiinf Tieren gemeinsam in 24 Stunden aufgefangenen Harn 
wurden taglich C, Vakat-O, N und Chlor, im gesammelten und bei 103° C 
getrockneten Kot einer jeden Periode der Gehalt an C und N bestimmt. 

Der Stickstoff wurde mit der Halbmikromethode von Kjeldahl ermittelt. 
Zur Kohlenstoffbestimmung diente die von Osuka (5) verbesserte Methode 
von Nicloux, zur Vakat-O-Bestimmung die Halbmikromethode von Miiller- 
Kanitz (4). 


Biochemische Zeitschrift Band 279. 14 





210 


Auf den beigegebenen 





O. Franke: 


Schaubildern sind die Versuchsergebnisse 


graphisch dargestellt, und zwar die Periodendurchschnittswerte fiir jedes 


Tier der Gruppe A und B, immer bei Berechnung auf 1 Tag. Auf der Abszisse 


sind die sechs Perioden und auf der Ordinate die Zahlenwerte fiir N-Bilanz 
und Harnquotienten C/N, Vakat-O/N, Vakat-O/C eingezeichnet. 


Aus meinen Versuchen geht hervor, daB bei gleichbleibendem 



































Kaloriengehalt — der in den aufeinanderfolgenden Perioden durch 
G20; —___, die EiweiBverminderung _ be- 
dingte Kalorienausfall wurde 
durch Kohlenhydratzulagen 
kompensiert — und __ gleich- 
i - re—-—4 = 4  bleibender Fettzufuhr eine An- 
5 — derung im Eiweibgehalt der 
oe penne ==— Nahrung zwischen 44 und 33°, 
§ 00! pH, | oder bei Berechnung auf 100 ¢g 
| K6érpergewicht zwischen 1,9 und 
G00 ~~~ --=- <a 1,4°% (= Periode 1 und 2) bei 
sehr schwach sich vermindernder 
positiver N-Bilanz die Harn- 
quotientenlage praktisch unver- 
3 poe andert1laBt. Wird aber der Eiweib- 
§ 120 | gehalt der Nahrung von 33 auf 
oo ‘eae ni rae 22%, und das Nahrungseiweil 
S” ee er es Wee pee bei Berechnung auf das Korper- 
8 480 penned gewicht von 1 ,4auf0,9 bzw. 1,0°% 
gasbonewinbinincadmaiaia | (= Periode 3 und 4) herabgesetzt, 
aa ne | dann tritt eine starkere Erniedri- 

1. 2 3 ¥ 5 6 Periode Renae ts, 
pre gung des Positivitatsgrades der 


N-Bilanz ein, und die Harn- 


quotienten steigen betrachtlich in die Héhe. An dieser neuen Lage halten 
sie nun auch weiterhin fest, wenn man das NahrungseiweiB von 22 bis 11°, 
oder bei Berechnung auf das Kérpergewicht von 0,9 bzw. 1,0 auf 0,6°%, 


~ 


(= Periode 5 und 6) schrittweise erniedrigt, wobei die N-Bilanz noch 
weiter sinkt, ohne daB sie negativ wird. 


Mit Anderungen im Kérpergewicht haben diese Vorgange nicht 
das geringste zu tun. Denn in keinem Falle hatte das Kérpergewicht 
beim Hinaufschnellen der Harnquotienten seine Werte zu Versuchs- 
beginn praktisch unterschritten; beide Werte waren vielmehr fast 
gleich, bei der Gruppe A konnte man 7 g Zuwachs, bei der Gruppe B 


1 g Abnahme buchen. 


und 4.) 


(Vergleich zwischen Kérpergewicht in Periode | 


Man ersieht aus allem: innerhalb einer bestimmten Ernahrungs- 
lage, die in diesen Versuchen in einem Falle durch eine tagliche Ration 
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remischter Nahrung von etwa 46 Kalorien und einem Caseingehalt 
von 44 bis 33°,, in einem anderen Falle durch einen Caseingehalt von 
22 bis 11° bei 46 Kalorien charakterisiert war, kann man den EiweiB- 
gehalt unter isodynamischem Ausgleich mit Hilfe von Kohlenhydrat 
beliebig andern, ohne daB eine nennenswerte Anderung in der Harn- 
quotientenlage auftritt. Von der ersten zur zweiten Periode wurde die 
urspringliche EiweiBmenge um 12,5°, von der zweiten zur dritten 
Periode um 14,3°, von der vierten zur fiinften Periode um 25°, und 
von der fiinften zur sechsten Periode um 33,3°, vermindert. Innerhalb 
der ersten Zone, die die erste bis dritte Periode umfaBt, konnt¢ man bis 
25° ige Erniedrigungen, und innerhalb der zweiten Zone, die die vierte 
bis sechste Periode umfaBt, konnte man 50°%ige Erniedrigungen des 
NahrungseiweiBgehalts vornehmen, ohne die Harnquotientenlage merk- 
lich zu stéren. Es bleibt dabei nicht ausgeschlossen, daB auch von der 
ersten Zone aus der EiweiBgehalt noch weiter erhéht werden kann, ohne 
daB die Harnquotientenlage sich andert, daB also auch innerhalb einer 
derartig erweiterten ersten Zone am Harnquotienten reibungslos voriiber- 
gehende Anderungen im Nahrungseiweibgehalt von 33,3°, méglich sind, 
wie wir sie bei unseren Versuchen in der zweiten Zone mit Erfolg durch- 
fihrten. Aber zwischen den beiden Zonen liegt an irgendeiner Stelle 
eine Zasur, die natiirlich eine gewisse Breite haben kann. Denn zwischen 
diesen beiden Zonen wird eine NahrungseiweiBverminderung um 33,3 % 
nicht mehr ertragen, ohne dab die Harnquotientenlage eine empfindliche 
Anderung erfahrt. 

Endlich verdient noch die Erfahrung Beachtung, dab trotz eines 
gleichen Kaloriengehalts der Nahrung in den Perioden hohen Nahrungs- 
eiweiBgehalts, nadmlich den Perioden | bis 3 das Kérpergewicht deutlich 
ansteigt, wihrend es mit der Verminderung des NahrungseiweiBes in den 
Perioden 4 bis 6 deutlich, zuletzt sogar stark sinkt. Auch diese Kérper- 
gewichtsschwankungen innerhalb einer einzelnen Ernahrungslage sind 
ohne EinfluB auf die Harnquotientenlage. Es sind aber diese Beob- 
achtungen iiber die Abhdngigkeit des Kérpergewichts von dem EiweiB- 
reichtum einer in kalorischer Hinsicht immer gleichen und zu Versuchs- 
beginn den Kalorienbedarf reichlich deckenden gemischten Nahrung ein 
erneuter klarer Hinweis darauf, daB es erstes Erfordernis bei jeder 
Mastkur ist, fiir einen reichlichen EiweiBgehalt der Nahrung zu sorgen. 
Es hangt eben die Verwertung und der Ansatz der N-freien Nahrungs- 
stoffe im Kérper in entscheidender Weise von der Héhe der Eiweib- 
versorgung des Kérpers ab. 


Zusammenfassung. 
Es wird gezeigt, daB in Abhangigkeit vom prozentualen EiweiB- 
gehalt der Nahrung bei gleichem Kaloriengehalt derselben bei demselben 
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Individuum verschiedene Stoffwechsellagen von gewisser Breite auf- 
treten, die dadurch ausgezeichnet sind, daB bei jeder ein nicht un. 
erheblicher Spielraum fiir die GréBe des NahrungseiweiBgehalts vor- 
handen ist, ohne daB sich die Harnquotientenlage C:N und Vakat-O:N 
nennenswert andert. Jede einzelne dieser Stoffwechsellagen ist geradezu 
durch eine weitgehende Konstanz der Lage der Harnquotienten C:N 
und Vakat-O:N bei Berechnung ihrer Periodendurchschnittswert 
gekennzeichnet, wahrend die Lage der N-Bilanz in Abhangigkeit von 
den innerhalb der Grenzen einer dieser Stoffwechsellagen méglichen 
Verschiedenheiten des NahrungseiweiBgehalts auch innerhalb einer 
einzelnen Lage etwas erheblicheren Anderungen unterworfen ist. Bei 
progressiver Senkung des EiweiBgehalts der Nahrung tritt aber schon 
die Erhéhung der Harnquotientenlage auf, lange bevor die N-Bilanz das 
Gleichgewicht erreicht, wie es auch Machnitzky friiher schon gefunden 
hatte. Es wird ferner die bereits bekannte klinische Erfahrung experi- 
mentell bestatigt, daB der Erfolg jeder Mastkur wesentlich von einer 
optimalen EiweiBversorgung des Koérpers abhangt. 


Literatur. 

1) Heubmer-Rubner, Zeitschr. f. Biol. 36 u. 38, 1898 u. 1899. — 2) Van 
Oordt, ebenda 48 u. 46, 1902 u. 1905. — 3) A. Bickel, Zeitschr. f. d. ges. 
exper. Med. 67, 420, 1929. 4) H. R. Kanitz, diese Zeitschr. 249, 234, 1932. 
5) T. Osuka, ebenda 244, 284, 1932. 6) F. Grapentin, Zeitschr. f. d. ges. 
exper. Med. 90, 750, 1933. — 7) J. Kanai, ebenda 88, 725, 1933. 


8) A. Bickel, ,.NaturgemaéBe Ernahrung und EiweiBstoffwechsel*. Leipzig, 
Verlag G. Thieme, 1935. — 9) G. Machnitzky, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 
96, 304, 1935. — 10) W. Rahmsdorf, diese Zeitschr. 276, 425, 1935. 
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Uber intracellulire Proteinasen. 
XIV. Mitteilung!: / 
Aktivierung und Hemmung des Papains dureh Ferrieyankalium. 
Von 
Ernst Masehmann und Eriea Helmert. 


Aus der Biochemischen Abteilung des Georg Speyer-Hauses, Frankfurt a. M.) 
(Hingegangen am 25, Mai 1935.) 


Mit 24 Abbildungen im Text. 


Wir berichteten kiirzlich*, daB die durch ,,vollaktives** Papain 
d.h. Enzym, das der Erginzung durch einen ,,Aktivator’* nicht bedarf 

bewirkte Gelatinespaltung im acetat- oder veronalacetat-H Cl-ge- 
pufferten Versuch durch Ferricyankalium merklich gesteigert, im citrat- 
gepufferten Versuch allmahlich gehemmt wird die Hemmung aber z. B. 
nach 24stiindiger Spaltungsdauer nicht wesentlich iiber 20°, hinausgeht. 
Wenn Enzym und Eisenverbindung in Gegenwart des Puffers bis zu 
24 Stunden bei 40° aufbewahrt werden, bevor das Substrat (Gelatine) 
hinzugesetzt wird, so andert dies nichts an dem beschriebenen Proteolyse- 
verlauf. Wir entnahmen diesen Ergebnissen, daB Papain vom roten 
Blutlaugensalz nicht veraindert, d.h. weder wirksamer, noch unwirk- 
samer wird, und da das als kraftiges Oxydationsmittel bekannte 
Ferricyankalium unter bestimmten Bedingungen sich als ,,Aktivator 
der Proteolyse* betatigen kann. Uber eine geringe, aber deutliche 
Férderung der Peptolyse durch K,FeCy, wurde friiher schon berichtet?, 

Da unte> diesen Bedingungen die SH-Gruppe des Cysteins und 
Glutathions von Kaliumferricyanid rasch oxydiert wird, stehen die 
obigen Beobachtungen mit unserer vor 2 Jahren ausgesprochenen 
Vermutung *, daB auch im ,,vollaktiven’’ Papain ,,Sulfhydryl vor- 
handen ist bzw. mit dieser von Th. Bersin® spaiter zur Behauptung 
erhobenen Vermutung (Mercaptan- oder Thiolnatur) nicht gut im 
Kinklang. Es ware jedoch denkbar, da} die im wirksamen Enzym 


vermutete (aber noch nicht bewiesene) SH-Gruppe sich gleich den 
fixen’’ SH-Gruppen — gegen gewisse Oxydationsmittel resistenter 


verhalt als die gleiche Gruppe in der Aminosaure bzw. im Tripeptid. 
Ob Ferricyankalium férdernd oder hemmend in den Ablauf der 
Gelatinespaltung eingreift, dafiir schienen besonders die Salze der 


1 XITI. Mitteilung: diese Zeitsehr. 277, 139, 1935. — ? Ebenda 277, 
97, 1935, und zwar 8S. 106—110. % Zeitschr. f. physiol. Chem. 281, 51, 
1934/35. ‘ Ebenda 219, 99, 1933; ferner 216, 141, 1933: 220, 199, 
1933. 5 Ebenda 222, 177, 1933. 
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Puffermischungen von Bedeutung zu sein. 


I. Maschmann u. E 


. Helmert: 


Es war uns aber klar, dal 


Acetat oder Citrat nicht allein fiir die Art des K, Fe (CN),-Effektes ver- 
antwortlich sein konnten: es schien vielmehr, als ob ihnen bei den 
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Spaltungsdauer in Stunden 
Abb. 6. 


Verlauf der Spaltung von sechs verschiedenen Gelatinesorten durch Papain 


Merck (1:350) in An- oder Abweseuheit von K3 Fe(C N), (m/250) im acetatgepufferten Versuch 


Reaktionsvorgangen, die zu den betreffenden Effekten fiihren, nur eine 


verstarkende oder abschwachende Rolle zukommt. Das ,,Agens 
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bei dessen Ab- bzw. Anwesenheit, oder umgekehrt, das rote Blutlaugen- 
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salz zum ,,Aktivator’’ oder zum_ ,,Paralysator wird, und die Be- 
deutung der ,, Agensmenge™ fiir die quantitative Seite der Erscheinungen 


S 


ae 
ee & 
2 2 


~~ 
+ 
~ 


% 


~ 
% 


ee. 


~~ SA 
=) 

~ 

S 


1: Papain M(1:350)-Citrat ———Gelatine Nr 2 
a * “Ayheliy 


Ss um 


S LH 
> 
S 
D 


& 
SS 
£ 


¢ Papain M(1:350)-Citrat ——— Celatine Np 1 
an 4 Ky fe ly, - ” 


- 
% 

SS 
% 


/ 


, 4 7 @ 
Spattungsdauer in Stunden Spattungsdauer in Stunden 


Abb. 7. Abb. 8. 








Aciditatszuwachs in com G05n-KOH 
Sy 

Acid titszuwachs in com 005n-KOW 
cS 
& 








Ss 
~ 


SBwRWSSB 
~ > > ~ ~ 
28 SsSavrwas 


& 
& 


4: Papain M(1:350)-Citrat Gelatine Nr 3 


4: Aapain M(1:380)-Citrat Gelatine Nr ¥ 
aon” ” Ny lelyg - 


aon ” Ny Fe ly — ” 


LH 


% 


.~) 
% 





Aciditittszuwachs in ccm 0,05rn-KO/ 
~ 





x 
S 
i 
® 
g 
Ss 
S 
S 
S 
% 
20 
2 
8 
nS 
x 








Ss 
Ss 


@ g ; 
Spattungsdauer in Stunden Spahtungsaauer in Stunden 
Abb. 9. Abb. 10. 


8 
& 


ze = 3 
rv MB SA oc 
Seas 


~ 
S 
i 


‘d 


1:Papain M (4:350)-Citrat Gelatine Nr § 
Zon ” NK febyg- "7 


LR LY 
> 


S 
LS LH 
Sy 


+ 


4:Papain M(1:350)-Citrat ——— Gelatine Nr. 6 
aon ” Ky Fey ” 


S 

% 
S 
% 





Aciditatszuwachs in com 0,05n-KOW 
8 








Aciditatszuwachs in ccm 05n-KOH 
"S 
& 





~~) 
Ss 


P a 3 
Spaltungsdauer in Stunden Spattungsdauer in Stunden 
Abb. 11. Abb. 12. 
Abb. 7 bis 12. Verlauf der Spaltung von sechs verschiedenen Gelatinesorten durch Papain 


Merck (1 : 350) in An- oder Abwesenheit von Kz Fe(C N),¢ (m/250) im citratgepufferten Versuch. 


blieben ebenso wie seine Herkunft unbekannt. Ein Zufall hat uns iiber 
seine Herkunft aufgeklart, woriiber im folgenden berichtet wird. 
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sei unseren friitheren Versuchen! diente als Enzympraparat ein von 
simtlichen in wasserigem Alkohol léslichen Begleitstoffen befreites Papain 


Merck (1: 350); als Substrat benutzten wir drei verschiedene kaufliche 


Gelatinesorten. 
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Abb. 17. Abb. 18 
Abb. 13 bis 18. Verlauf der Spaltung von sechs verschiedenen Gelatinesorten durch Papain B 
in An- oder Abwesenheit von K3; Fe(CN), (m/250) im acetatgepufferten Versuch. 
Die hier vorliegenden Versuchsergebnisse iiber den Einflu8 von Ferri- 
eyankalium auf proteolytische Vorginge sind an drei verschiedenen Enzym- 


' EB. Maschmann u. E. Helmert, diese Zeitschr. 277, 97, 1935; ferner 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 231, 51, 1934. 
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praparaten, namlich an Papain Merck (1: 350), Papain Wallerstein (New 
York)', sowie an einem daraus dureh Acetonextraktion bereiteten begleit- 
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Abb. 19 bis 24. Verlanf der Spaltung von sechs verschiedenen Gelatinesorten durch Papain B 
in An- oder Abwesenheit von Kg Fe(CN), (m/250) im citratgepufferten Versuch. 
' Dieses Papain verdanke ich Herrn Prof. AK. Felix. Das mit Herrn 
Dr. H. Schubert zusammen untersuchte Papain Wallerstein enthalt auch den 





218 E. Maschmann u. E. Helmert: 


stoffarmeren Priparat unter Verwendung von drei weiteren, also von 
insgesamt sechs verschiedenen Gelatinemarken gesammelt worden. Sir 
sind ins+Form von Kurvenbildern zusammengestellt, wodurch die Mannig 
faltigkeit des Proteolyseverlaufs, die Aktivierungs- und Hemmungserschei 
nungen klarer hervortreten. Die Resultate mit Papain Wallerstein und den 
daraus bereiteten Priparat wurden weggelassen, da sie qualitativ und auc] 
ziemlich quantitativ mit den Resultaten iibereinstimmen, die fiir Papai: 
Merck (1: 350) und das daraus dargestellte begleitstoffairmere Praparat 
angegeben sind. 

Die Versuche, die von drei verschiedenen Untersuchern mit dem 
gleichen Ergebnis wiederholt wurden und die ihre Bestatigung auBerdem 
noch durch die Resultate mit Papain Wallerstein usw. erhielten, zeigen 
ganz allgemein, daB die Wirksamkeit des ,,vollaktiven’’ Papains in 
Gegenwart von Ferricyankalium im acetatgepufferten Ansatz gegeniibe: 
fiinf der benutzten Gelatinesorten mindestens in der ersten Versuchs- 
stunde, gegeniiber vier auch noch nach der 24. Versuchsstunde mehr 
oder minder stark gesteigert, gegeniiber einer Gelatine aber sofort weit- 
gehend gehemmt ist. Im citratgepufferten Versuch ist der Proteolyse- 
verlauf mannigfaltiger, ,launenhafter. Es fallt weiter auf, daB die 
Hydrolyse der einen oder anderen Gelatine im Citratversuch nach 
anfinglicher Verzégerung doch noch beschleunigt wird, so daB beispiels- 
weise nach 24stiindiger Spaltungsdauer eine ,,Aktivierung fest- 
zustellen ist. 


1. Einflu8 des Papainpriaparates auf das Ergebnis. 

Die Art des Ferricyankaliumeffektes ist mindestens prinzipiell von 
der Beschaffenheit des Papainpraparats, d.h. von der An- oder Ab- 
wesenheit der in wasserigem Alkohol oder Aceton léslichen Enzym- 
begleitstoffe unabhangig. Dagegen scheinen diese fiir die GréBe des 
Aktivierungseffektes nicht ohne Bedeutung zu sein. 


2. Einflu8 des Puffergemisches. 


Acetat scheint die Vorgange, die zur Steigerung der Spaltung 
fiihren, zu begiinstigen oder sich indifferent zu verhalten, Citrat da- 
gegen scheint ihnen entgegenzuarbeiten oder Vorgange zu begiinstigen. 


von mir im Papain Merck (1: 350) und Papain puriss. Witte aufgefundenen 
Begleitstoff X (vgl. dazu E. Maschmann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 228, 
141, 1934). Damit wird sehr wahrscheinlich gemacht, daB diese Substanz 
ein natiirlicher Begleiter des Enzyms ist und kein Kunstprodukt. Papain 
Wallerstein verhalt sich gegeniiber K,Fe(CN),, K,Fe(CN),, Ascorbinsaéure, 
Citronensaure, Brenztraubenséure usw. gegeniiber Ascorbinséure-, Citronen- 
siure-, Apfelsiure-, Weinsiure-Eisen (I1)-Begleitstoff X, —S—S.-Glutathion 
oder S—S.-Peptiden aus Witte-Pepton, kleinsten Cysteinmengen usw. genau 
so, wie wir dies fiir das Mercksche Praparat bzw. die daraus bereiteten 
begleitstoffarmeren .Praparate beschrieben haben. 
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ie zur Hemmung fiihren kénnen. Man darf jedoch bei der Beurteilung 
nicht auBer acht lassen, daB auch Aktivierungserscheinungen im 
citratgepufferten Versuch zu beobachten sind. 


Tabelle 1. Verlauf der Gelatinehydrolyse nach Vorbehandlung des 
Papains mit Kaliumferricyanid bei py 5. 

Enzym: Papain Merck (1: 350). 1,85%ige Lésung; davon wurden fiir den 

20-cem-Versuch 0,8 eem benutzt. Puffer: m/5 Acetat. Benutzt wurden 

2 cem fiir den 20-cem-Versuch. Zusatzstoff: m/12,5 K,Fe(CN),. Substrat: 

Gelatine Nr. 1 8°Zige Lésung; Nr. 3 8°%ige Lésung; Nr. 4 8°%ige Lésung. 

Die Spaltung dieser Gelatinemarken wind durch K,Fe(CN), gesteigert. 





Ve : Aziditatszuwachs in 
os Vorbehandelt wurden Dauer “ela- ecm 0,05n KOH nach 
facn (20cem Ansatz) tine 


Std. 'jgStd. Std. 3Std. 6Std. 24Std. 


Normalansatz ....... 0 0,27 0,38 0,68 0,78 
+lceem KgFe(CN)g.... 0 0,40 0,50 0,72 0,88 
Normalansatz . . ay! i 4 0,17 0,26 0,49 0,61 
+1cem Kz Fe(C N)¢ . Sa ee é 0,28 0,39 0,60 0,79 
Normalansatz ....... 0,15 0,25 0,50 0,65 
+ilceom KsFe(CN),.... 0,32 0,40 0,66 0,87 


> 


Enzym-Acetat—H,O. .. . 0,10 0,20 0,88 0,43 
Enzym-Acetat 
- Leem Kg Fe(CN), — H,O 0,27 0,42 0,69 0,88 
ais Acetat —H,O .. 0,04 0,06 0,27 0,39 
Enzym-Acetat 
+ leem Ks Fe(CN), — H, 0 : 0,17 0,29 0,64 0,86 
Enzym-Acetat—H,O0 .. . 0,06 0,12 0,386 0,50 
Knzym-Acetat 
lcem K; Fe(CN),g — H,0 0,21 0,35 0,69 0,82 
Enzym-Acetat—H,O ... y 0,10 0,20 0,40 0,47 
Knzym-Acetat 
+ leem Kz Fe(CN), — H, 0 ‘ 0,45 0,62 0,86 1,05 
Enzym-Acetat—H,O ... 0,04 0,07 019 0,33 
Enzym-Acetat 
+ 1cem Kz,Fe(CN)g— H,O 2: é 0,30 0,51 0,84 1,07 
Enzym- Acetat —H,O ...ji 2 0,06 0,08 0,21 0,30 
Enzym-Acetat 
+ leem K; Fe(CN), — H,0 4 0,35 0,54 0,85 1,03 


Die in Tabelle I zusammengestellten Versuche verdienen in mehrfacher 
Hinsicht einige Aufmerksamkeit. Uber die Nichtschidigung des Enzyms 
durch langdauernde K, Fe(CN),-Behandlung wurde schon berichtet, ebenso 
wie tiber die Wirkungssteigerung, die eine solche Behandlung iiber die iibliche 
hinaus zur Folge haben kann. Hier soll noch darauf hingewiesen werden, 
daB vollaktives Papain in Gegenwart von Acetat (Normalversuch) waihrend 
des Aufbewahrens bei 40° eine deutliche WirkungseinbuBe erleiden kann. 
Ahnliches beobachteten wir auch schon im Citratversuch, doch tritt hier 
die Einbu8e weniger hervor, vielleicht weil sie vom aktivierenden EinfluB 
der Citronensaure (vgl. dazu E. Maschmann und E. Helmert, diese Zeitschr. 
277, 97, 1935) iiberdeckt wird. Die WirkungseinbuBe, die das Enzym 





220 Ek. Maschmann u. E. Helmert: 


in den vorliegenden Versuchen erfihrt, driickt sich auch im Ferricyan 
kaliumversuch aus: im Verhaltnis zum Normalumsatz ist der Umsatz in 
Anwesenheit des roten Blutlaugensalzes wohl stark erhéht, im Verhaltni 
zum Umsatz des ,,0-Stundenversuchs*: aber anfanglich deutlich herab 
gesetzt. Erst nach ungefahr dreistiindiger Spaltdauer haben sich die Wert: 
des 4-Stundenversuchs den Werten des 0-Stundenversuchs angeglichen 
Es sollte danach also auch eine Regenerierung inaktiv gewordenen Papains 
durch Ferricyankalium moéglich sem. Im 24-Stundenversuch ist die Spaltung, 
trotz Schwachung des Papains, an sich (Normalversuch) so sehr erhéht, 
daB der Umsatz nach dreistiindiger Dauer schon so groB ist. wie der des 
0- und 4-Stundenversuchs nach sechsstiindiger Versuchsdauer. 

SchlieBlich zeigen die Spaltwerte, daB, im Gegensatz zur Hydrolyse 
in den Normalversuchen, die Hydrolyse in Anwesenheit von Ferricyan 
kalium nach ungefihr 6 Stunden nicht erlahmt, sondern noch kraftig 
weitergeht. 


3. Beitrag des Substrats (Gelatine) zu den Aktivierungs- und Hemmungs- 
erscheinungen, 

Der verschiedenartige Verlauf der Spaltung bei gleichem Enzym- 
praparat, Puffer und Zusatzstoff, aber verschiedenen Gelatinen beweist, 
daB das Substrat, d.h. die chemische Beschaffenheit oder der physi 
kalische Zustand der Gelatine, fiir den Effekt des Ferricyankaliums von 
ausschlaggebender Bedeutung ist. Da wir dies nicht friiher erkannt 
hatten, lag daran, daB die damals benutzten drei Gelatinemarken sich 
ziemlich gleichsinnig verhielten. Unter den jetzt gepriiften sechs 
Gelatinen befindet sich nur eine, deren Spaltung durch Papain in 


Anwesenheit von Ferricyankalium so wohl im citrat- als auch im aceiat- 
gepufferten Versuch sofort weitgehend gehemmt ist. Die Herkunft des 


Tabelle Il. Verlauf der Proteolyse nach Vorbehandlung des 
Papains mit Ferricyvankalium bei pu se 

Enzym: Papain B; 1,25 ige Lésung. Puffer: m/5 Acetat. Zusatzstoff: 
m/12,5 K,Fe(CN),.. Substrat: Gelatine Nr. 3. 





Acidititszuwachs 
in cem 0,05n KOH 


Vorbehandelt wurden P 
Zusatz nach 


Dauer 
(20ecem Ansatz) 


Std. 1Std. 3Std. 228 

Nowmalansete. 66. 6a ks O18 0,36 
+icem KgFe(CN)g.... 0,28 0,56 
Enzym + leem Kz Fe(CN), 

+6,2ccem HjO0 ..... Acetat-Gelatine 0,24 0,5 
Enzym + 2cem Acetat + 1cem 

Ks Fe(CN)g + 4,2 cem Ll, 0 : 1,0 — Gelatine 0,25 0,56 
WR eT gee ne ae Acetat-Gelatine 0,26 0,54 

Po rr a CR eet H,0 — Gelatine 0,27 0,56 


Acetat-Gelatine 0,38 0,69 
H,0 —Gelatine 0,43 0,74 





Intracellulare Proteinasen. XIV. 


yum Verstandnis der Erscheinungen angenommenen ,,Agens** scheint 
damit sichergestellt. 

Die in Tabelle I und I] zusammengestellten Versuche belegen 
erneut, daB das Enzym bei pu = 5 baw. 7 und ¢ = 40° durch Ferricyan- 
kalium nicht geschadigt wird. Die im ,,24-Stunden-Versuch" deutlich 
gréBere Spaltungsgeschwindigkeit deutet sogar darauf hin, daB das 


Tabelle III. Aufhebung des hemmenden Einflusses von Cu und Zn 
auf Papain durch K,Fe(CN), oder K,Fe(CN),. 

Enzym: Papain B, 1,25%ige Lésung. Fiir den 20-cem-Versuch wurden 

0,8cem davon benutzt. Puffer: m/5 Acetat bzw. Citrat. Zusatzstoffe: 

1. m/12,5 Ferricvankalium; 2. m/1000 CuSO,.7H,O (£. Merck, pro 

analysi); 3. m/1l000 ZnSO,.7H,O (#. Merck, pro analysi). Substrat: 

8°Cige Lésung von |. Gelatine Nr. 3; 2. Gelatine Nr. 2; 3. Gelatine Nr. 4 





Ver- ; : Aziditatszuwachs in eem 
such Art und Menge der Zusatzstoffe 2cem  Gelatine 0,05n KOH nach 

(20 cem Ansatz) Puffer _—__—— —_— - 
Nr. Nr. 1Std. | 3 Std. | 22 Std. 


ormalansatz . . .  Acetat é 0,24 040 = 1,35 
cem Kz Fe(C Ne (m/2 2; 50) . ; = 0,38 0,66 1,50 
ee USO, (m/5000) . .. 0,02 0,03 0,16 
? (m/10000). . . 0,10 | 0,17 | 0,51 
te (m/25000). . . # 016 0,27 0,90 
» Cu +1leem KzFe(CN), ‘si 0.20 044 1,33 
‘ eee i 0.25 0,50 1,42 
th » ‘ 0,27 | 0,53 | 1,42 


a ieriiag Sie ; 0,30 9,51 1,20 

pri 1 ccm Kk ‘ e(C N es ee ea 0.08 012 0,36 
+2, € USO, AP te eee 0.03 0,09 0,20 
+ 0,4, ines ial See ; 019 0,389 0,82 
+2, Cu+ 1eem Ky Fe(CN), 0,02 0,02 | 0,28 
+04, . +1, a 0.08 0,14 0,37 

2Std. 

Normalansatz. . ge ss - 0,31 | 1,01 
+ 1eem Ks Fe(C N ms ete Me ra ea: ; 046 1,28 
» K,Fe(C Na ae 0,71 1,88 
Clete ee es 0,10 0,26 
(i). |) Sa F 0,22 0,90 

o) ee x, Seat kK, Fe(ON . 0,47 1,30 
so» £) , BepetCn), a 0,71 1,84 
» 4n+1, Kg Ke (ON ; 0.50 1,37 
» » t1, K,Fe(CN), 0.76 1,93 


wT Tpeeetle Aad Raley See ‘itre 0,51 | 1,32 
com K,Fe(CN)g. .... . = 045 1,38 
4 UOC Pelee she! te K ‘ 0,99 2.28 
ere oe  yils 6s ‘ 0,20 0,65 

i ZnS 0, Re lat : 0,51 1,26 
, Cu + ‘ cem Ks Fe(C} 0,35 | 1,27 
he Oe a KF e (CN), ¥ 0.87 2.08 
5 an +, Be Fe(CN : 0,31 | 1,31 
» +1, KygFe(CN 0.95 210 
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Enzym durch langere Behandlung mit Ferricyankalium wirksame: 
werden kann. Sucht man hierfiir nach einer Erklarung, so wird man 
vielleicht an eine Schadigung von Hemmungskoérpern denken, die mar 
nach den Beobachtungen von H. Kraut und £. Bauer! in den Papain- 
praparaten anzunehmen hat. 

Wir haben verschiedene Méglichkeiten erwogen, ob man die auch 
quantitativ so verschiedenen Aktivierungs- und Hemmungserscheinungen 
von einem ,,Blickpunkt™ aus betrachten kann. Aber keine der Méglich- 
keiten laBt sich ohne gewichtige Eimwande zu einer einheitlichen Er- 
klarung verwerten. Dazu fehlt vor allem noch, was man sich unter dem 
angenommenen ,,Agens"’, das wir fiir die Art der K, Fe (CN),-Wirkung 
mitverantwortlich machen, eigentlich vorzustellen hat. Wir wollen 
deshalb auch vorerst von jedem Erklarungsversuch fiir die oder jene 
Erscheinung absehen und uns mit der Wiedergabe der experimentellen 
Befunde begniigen. 

Einige ergebnislos verlaufende Versuche, die vermutete chemische 
Natur des Agens aufzuklaren, sollen hier noch angefiihrt werden: 
schweflige Sdure, die als Bleichmittel vielfach Verwendung finden soll, 
kann als Agens nicht in Frage kommen. Ebenso scheiden von Schwer- 
metallen, an die auch zu denken ist, auf Grund der in Tabelle IIT zu- 
sammengestellten Versuchsergebnisse aus: Kupfer und Zink. Denn der 
stark hemmend wirkende EinfluB des Kupfers, der viel schwacher 
wirkende des Zinks werden von Ferri- und auch von Ferrocyankalium 
vollstandig aufgehoben. Dariiber hinaus vermégen die Kisenverbindungen 
die Proteolyse noch zu steigern. Viskositaétsmessungen stehen noch aus 


Methodisches. 


Die benutzten Papainpraparate, die Ausfiihrung der Versuche und 
der Aziditatsermittlung sind in der Zeitschr. f. physiol. Chem. 228, 141, 
1934, und zwar S. 162, und diese Zeitschr. 277, 97, 1935, und zwar 
S. 120, naher beschrieben. 
Gelatine. Die folgenden sechs Gelatinesorten des Handels wurden 
benutzt: 
Gelatine Nr. 1: Gelatine der Deutschen Gelatinewerke Schweinfurt; erste 
Lieferung. 
Gelatine der gleichen Firma; zweite Lieferung. 
Gelatine Golddrueck von Schering-Kahlbaum. 
Gelatine fiir mikroskopische Zwecke von E£. Merck. 
Gelatine reinst fiir bakteriologische Zwecke von Koep/f u. 
Séhne, Heilbronn a. N. 
Gelatine ,,S‘* fiir bakteriologische Zwecke von Stéss, Eber- 
bach a. N. 


' Zeitschr. f. physiol. Chem. 164, 10, 1927; ferner BE. Maschmani, 


ebenda 228, 141, 1934. 
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Gelatine Nr. 5 wurde uns in Pulverform geliefert. Die Gelatine 
Xr. 6 war braunlich verfirbt und zeigte .,Caramelgeruch*. 

Die Beobachtung, daB die Papainwirkung durch Kaliumferri- 
cvanid gegeniiber Gelatine im acetatgepufferten Versuch merklich 
vesteigert werden kann, machten wir an den Gelatinen Nr. 1, 3 und 4. 
Damit glaubten wir unserer Forderung: Aktivierungs- und Hemmungs- 
erscheinungen an mehreren Gelatinepraparaten nachzupriifen, um ihnen 
eine allgemeinere Giiltigkeit zu verleihen, geniigend nachgekommen zu 
sein. Dies hat sich als falsch erwiesen. Die Gelatine Nr. | war seither 
als Substrat bei proteolytischen Versuchen unsere ,,beste’*, die Gelatine 
Xr. 3 unsere ,,schlechteste*’ Gelatine. 

Uberraschung erlebten wir, als in anderem Zusammenhang eine 
neue Lieferung der Gelatine Nr. 1 gepriift wurde. Diese neue Sendung, 
die hier mit Nr. 2 bezeichnet wird, wurde uns von den Deutschen 
Gelatinewerken Schweinfurt mit der Bemerkung geliefert, daB sie der 
ersten Lieferung véllig entspreche. Es ist sicher zutreffend, daB die 
beiden Lieferungen fiir gewerbliche Zwecke ,,véllig gleichwertig™ sind, 
als Substrat fiir proteolytische Versuche sind sie dies aber leider nicht. 
Wir verweisen in diesem Zusammenhang auf eine schon friiher gemachte 
gleiche Feststellung!. 

Es gibt zu denken, da zwei Lieferungen der gleichen Gelatinesorte 
von der gleichen Herstellerfirma sich als Substrate so verschieden 
verhalten. Die ,,enzymatische’‘ Verschiedenartigkeit beruht oft nicht 
auf einfach feststellbaren Unterschieden in der Beschaffenheit der 
Gelatine ; nicht selten wird unseres Erachtens diese Verschiedenartigkeit 
durch Stoffe in ,,homéopathischen’’ Mengen bedingt. Fir die Be- 
schaffenheit der Gelatine wird weniger die Art ihrer Darstellung, die 
fiir eine ,,Marke“ der gleichen Fabrik wohl immer die gleiche sein 
diirfte, verantwortlich sein, als das Ausgangsmaterial, das jeweils fiir die 
Darstellung der Gelatine benutzt wird. Die Folgerungen, die sich aus 
unseren Feststellungen ergeben, z. B. in bezug auf Reproduzierbarkeit 
eigener wie fremder Resultate, vor allem wenn es sich dabei um Akti- 
vierungs- und Hemmungserscheinungen handelt, liegen auf der Hand. 
Wir halten es fiir sehr wahrscheinlich, daB manche unbestatigte Beob- 
achtung, soweit sie an Gelatine als Substrat gemacht wurde, auf die 
verschiedene Beschaffenheit der jeweils benutzten Gelatine zuriick- 
gefiihrt werden kann: sie war aus eben diesen Griinden ,,instituts- 
bedingt**. 

Wenn es sich darum handelt, den Aktivitaétszustand, den ,, Akti- 
vierungsgrad** oder die Menge des im Praparat oder Auszug vorliegenden 
..vollaktiven** Enzyms zu ermitteln, werden sich auf Grund dieser Fest- 


' BE. Maschmann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 228, 141, 1934, und zwar 
S. 165. 
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stellungen sehr weitgehende Differenzen ergeben. Wir erinnern uns i: 
diesem Zusammenhang u. a. an die Herrn 7h. Bersin vor 2 Jahren zur 
Verfiigung gestellten Auswertungen eines von ihm dargestellten und 
uns tibersandten sogenannten reversibel ,,inaktiven‘‘ Papains, das 
nicht nur noch wirksam war, sondern je nach der benutzten Gelatine 
sorte sehr verschiedene Wirksamkeit zeigte. Da Bersin von diesem 
Zahlenmaterial seither keinen Gebrauch gemacht hat, werden wii 
demnachst darauf zuriickkommen. 

Unsere Bemiihungen, die Gelatine durch ein anderes leicht in 
groBeren Mengen und immer in der gleichen Beschaffenheit darzu- 
stellendes Protein zu ersetzen, scheiterten bisher aus verschiedenen 
Griinden. Edestin und Globin haben sich als Ersatz fiir Gelatine nicht 
bewahrt. 


Nachtrag bei der Korrektur (25. Juni 1935). Wie ich neuerdings bei 
Untersuchungen tiber die Aktivierung des Papains gegeniiber Clupein als 
Substrat gefunden habe', vermag Ferricyankalium auch die Papainwirkung 
gegeniiber diesem Substrat oder besser die an sich geringe Spaltungs- 
geschwindigkeit im System [Papainpuffer (py = 5)-Clupein] merklich zu 
steigern. Bemerkenswert ist dabei vor allem, daB das Aktivierungsvermégen 
des roten Blutlaugensalzes nicht nur im acetat-, sondern besonders deutlich 
im citratgepufferten Versuch hervortritt. Ferricyankalium ist ein ,,Aktivator 
der Proteolyse und Peptolyse‘, d. h. es vermag nicht das Enzym zu akti 
vieren, sondern die Spaltungsgeschwindigkeit zu beschleunigen. Dies setzt 
voraus, daS ein proteolytischer oder peptolytischer Vorgang iiberhaupt 
stattfindet. Es wird entweder die Zerfallsgeschwindigkeit des Enzym- 
substratkomplexes beschleunigt oder, was wahrscheinlicher ist, der physi 
kalische Zustand des Substrats fiir den Enzymangriff giinstiger gestaltet. 
DaBh Ferricyankalium daneben auch, wenn hemmend wirkende Schwer 
metalle im Versuch vorliegen, durch deren Beseitigung ,,aktivieren** kann, 
wurde in vorstehender Tabelle III gezeigt. 

Durch diese Beobachtung am Clupein als Substrat wird unsere Annahme 
gestiitzt, daB Ferricyankalium erst durch das Hinzutreten eines von der 
Gelatine stammenden ,,Agens‘‘ zum ,,Paralysator’’ wird. 

Bei seiner Kritik an unseren vor kurzem mitgeteilten K,Fe(CN),- 
Versuchen? vergiBt Th. Bersin® ganz, daB die friiheren Beobachtungen 
nicht ausschlieBlich an veronalgepufferten Ansaitzen gemacht wurden: Die 
Aktivierungserscheinungen im ,,reinen** Acetatversuch sind genau die gleichen. 
Die vorstehenden Ergebnisse sind nur in acetat- oder citratgepufferten 
Versuchen erhalten worden. Bersin vergiBt weiter, daB wir auch eine 
deutliche Beschleunigung der Peptonhydrolyse durch Ferricyankalium im 
citratgepufferten Ansatz gefunden haben (,,Erweiterung des Spezifitats 
bereichs** nach R. Willstdtter). 


‘ Wobei im wesentlichen die Beobachtungen iiber Aktivierung des 
Papains gegeniiber Gelatine durch Begleitstoff X-Eisen (I1)-Citronensaure 
oder Ascorbinsiure usw., durch K,FeCyg usw. bestatigt wurden. 

* E. Maschmann u. E. Helmert, diese Zeitschr. 277, 97, 1935 und zwar 
S. 106 bis 110. ® Ebenda 278, 340, 1935. 
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Uber intracellulire Proteinasen. 
XV. Mitteilung!: 
Bemerkungen zur Inaktivierung der Proteinasen durch Jodessigsiure. 
Von 
Ernst Masehmann. 
(Aus der Biochemischen Abteilung des Georg Speyer-Hauses, 
Frankfurt a. M.) 


(Eingegangen am 25. Mai 1935.) 


Vor ungefahr 2 Jahren haben wir u. a. auch den EinfluB der Jod- 
und Cyanessigséure auf proteolytische Vorgange, die durch_ ,,voll- 
aktives** Kathepsin und Papain bewirkt werden, naher untersucht. 
,, Wir benutzen (wie wir damals schrieben) dieses Reagens (Jodessigsaure), 
um zu priifen, ob das von uns in zookinasefreiem Organpulver und in 
den daraus bereiteten Ausziigen nachgewiesene ,,vollaktive’’ Kathepsin® 
méglicherweise deshalb wirksam ist, weil noch SH-Gruppen vorhanden 
sind, deren Trager entweder unwesentliche, alkoholunlésliche Begleit- 
stoffe oder der Enzymeiweibkomplex bzw. die enzymatisch aktive 
Gruppe selbst sein kénnen‘‘*. Man nahm um diese Zeit an, dab 
die Jodessigsiureeinwirkung ,,zur Ausschaltung vorhandenen Sulf- 
hydryls durch Oxydation* fiihrte®. Ungefahr zur Zeit unserer Ver- 
6ffentlichungen iiber die Hemmung der Wirksamkeit intracelullarer 
Proteinasen durch Jodessigsdure, zeigten dann L. Rapkine® und 
F. Dickens’, daB die Jodessigsiure mit Cystein und SH-Glutathion 
nach folgendem Schema reagieren kann: —SH + JCH,COOH = —S 
.CH,COOH + HJ. Die Reaktionsgeschwindigkeit ist, wie Rapkine 
nachwies, weitgehend vom px abhangig. 

Wir fanden damals, da die Wirksamkeit der Proteinasen (Kathepsin 
und Papain) durch Cyanessigsiure nicht meBbar®, durch kleinste 
Mengen Jodessigsdiure sofort und vollstandig unterbunden wird, iiber- 
raschenderweise auch dann, wenn Cystein im UberschuB zugegen ist? 


' XIV. Mitteilung: diese Zeitschr. 279, 213, 1935. 2 BE. Maschmann 
u. £. Helmert, Zeitschr. f. physiol. Chem. 219, 99, 1933; 220, 199, 1933. 
° Vel. dazu £. Maschmann u. BE. Helmert, ebenda 216, 141, 1933. 4 Zeitschr. 
f. physiol. Chem. 219, 99, 1933. — ° Z. B. BE. Waldschmidt-Leitz, L. Weil u. 
A. Purr, ebenda 215, 64, 1933. 6 C. r. Soc. biol. 112, 790, 1294, 1933. — 
? Biochem. J. 27, 1141, 1933. 8 Dieser Befund stand damals im Gegensatz 
zu der Beobachtung von 7h. Bersin (diese Zeitschr. 248, 3, 1932), daB die 
Autoxydation von SH-Verbindungen durch Cyanessigsiure fast ebenso 
stark beschleunigt wird wie von Jodessigsiure. Bersin hat bald darauf 
seine Auffassung richtiggestellt. — ® Ahnlich wie Jodessigsiiure verhalten 
sich auch «-Sulfhydrylearbonsiuren gegen Kathepsin; 2. Maschmann u. 
E. Helmert, Zeitschr. f. physiol. Chem. 222, 207, 1933. 
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Unter anaeroben Bedingungen konnten wir wahrend der ganzen Ver- 
suchsdauer praktisch alles eingesetzte Cystein kolorimetrisch nach- 
weisen. Es ist fiir die Jodessigsiurehemmung vollig belanglos, in welche: 
teihenfolge die Komponenten [Enzym, Puffer, Cystein (m/250), Jod- 
essigsdure (m/1000) und Gelatine] zusammengegeben werden. Wi: 
machten dann die Beobachtung, da man aus einer Papain- (oder 
Kathepsin-) Jodessigsauremischung, die beispielsweise 10 Minuten ge- 
standen hat (pa = 7), durch Alkohol das gesamte angewandte ,,voll- 
aktive’* Enzym unversehrt wieder zuriickgewinnen kann. Nach meinen 
spateren Versuchen, die durch ein Beispiel in Tabelle I belegt werden, 
kann man — fast ohne Verlust an vollaktivem Papain — die Reaktions- 
bedingungen noch verscharfen, z. B. die Komponenten bei einem px 
langere Zeit bei 40° zusammenlassen, das fiir einen Umsatz nach obigem 
Schema wohl als optimal zu bezeichnen ist. 


Tabelle I]. Trennung des vollaktiven Papains von Jodessigsaurs 
nach einstiindigem Aufbewahren bei pr = 7,6 und t = 40°. 


Versuch A: 20cem Enzymlésung (Papain B; 1,25°5ige Lésung), 10 cem 
m/5 Na, H PO, und 50 cem m/50 Jodessigsdure (pg = 7) wurden 
1 Stunde bei 40° aufbewahrt. Die abgekiihlte Reaktionslésung 
versetzte man mit 320 ccm kaltem Alkohol. Es entsteht dabei 
zuerst eine milchige Triibung, aus der sich allmahlich beim 
Stehen im Kiihlschrank (+ 2°) ein Niederschlag abscheidet, der 
nach ungefaihr 20 Stunden abgeschleudert, mit 100cem 80°) igem 
Alkohol gut gewaschen und nach mdglichster Befreiung von 
Alkohol mit 20 cem Wasser aufgenommen wird. Die triibe 
Losung schied beim Zentrifugieren (5000 Umdrehungen) merk- 
liche Mengen Niederschlag ab: Papainlésung A. 


Versuch B: 20 cem der gleichen Enzymlésung wurden ohne Jodessigséure 
genau so wie beschrieben behandelt. Auch hier verblieb zum 
Schlu8B ein merklicher Riickstand. Papainlésung B. 


Puffer: m/5 Citrat. Substrat: Gelatine (Schweinfurt, 1. Lieferung)?. 





Aziditatszuwachs in cem 
0,05 n KOH nach 


Versuch Praparat und Zusatzstoffe (20 cem Ans.) 
Nr. Std. 20 Std. 


Papainlésung B (08cem)..... . 42 1,83 
i, UL ee ae . 3,20 
Papainlésung A (0,8ceem). ..... 0,37 1,77 
Ae CUO. wie Ss Mk ws 1,18 3,10 


1 Zur Gelatinefrage vgl. man unsere Bemerkungen z. B. in dieser Zeitschr. 
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Intracellulare Proteinasen. XV. 


Unsere Ergebnisse an Kathepsin und Papain sind von A. Purr! 
|! Jahre spater vollstandig bestatigt worden’. 

Vor kurzem schrieb nun Th. Bersin®, daB die Inaktivierungsversuche 
mit Halogenessigsauren ,,in bester Ubereinstimmung“ mit der chemischen 
Natur des Papains (Thiolnatur) standen und gab an, daB sich dabei 
Pa.S.CH,COOH bildet. Auf welche Versuchsergebnisse | diese 
Behauptungen gestiitzt sind, wird nicht gesagt. Jedenfalls stehien sie 
im Gegensatz zu unseren, von Purr bestatigten Resultaten. Bersin 
iibersieht dabei unsere iiber die bloBe Feststellung der Hemmung 
hinausgehenden Ergebnisse, wie z. B. daB die Hemmung auch in Gegen- 
wart von iiberschiissigem Cystein stattfindet oder daB eine quantitative 
Regenerierung des vollaktiven Enzyms durch Alkohol oder weniger 
gut durch Dialyse gelingt. Als Bersin den Satz schrieb: ,,Die Méglich- 
keit, derartig vergiftete Enzympraparate zu einem geringen Teil wieder 
zu reaktivieren usw.‘*, scheinen ihm unsere Versuche nicht gegenwartig 
gewesen zu sein. 

Wenn die Hemmung dadurch zustande kame, daB Jodessigsiure 
bei po = 4 und 5 mit den Proteinasen, d. h. mit einer in diesen vermuteten 
SH-Gruppe nach obigem Schema reagieren wiirde, dann miBte dies 
praktisch momentan und quantitativ geschehen, da z. B. die Papain- 
wirkung, trotz des Cysteiniiberschusses, sofort vollstindig gehemmt ist. 
Nach den Angaben von Rapkine* ist aber eine solche rasch und quanti- 
tativ verlaufende chemische Reaktion bei den eingehaltenen Bedingungen 
sehr unwahrscheinlich. Den Fall gesetzt, es finde bei px = 4 und 5 
eine solch rasch und quantitativ verlaufende Umsetzung statt, so ware 
unverstindlich, warum die Jodessigséure nicht zuerst oder mindestens 
gleichzeitig mit dem im Uherschu8 vorhandenen Cystein reagiert, 
dessen SH-Gruppe sehr viel reaktionsfahiger ist als es die im Papain 
und Kathepsin vermutete sein kann. Es ware ferner unverstandlich, 
warum eine Verbindung wie die von Bersin angenommene (PaS 
.CH,COOH) bei einer schonenden Alkoholfallung® wieder ausein- 
anderfallen sollte. Der Zerfall miiBte ein quantitativer sein, weil das 
gesamte eingesetzte vollaktive Papain danach wieder nachgewiesen 
werden kann. 


1 Biochem. J. 219, 5, 1935. Purr vergibt darauf hinzuweisen, daB seine 
Ergebnisse eine Bestatigung unserer alteren sind. — * Wahrend Pur? an- 
gibt: ,,Even after the enzyme has been completely inactivated, a strong SH 
test is obtained, which, however, eventually disappears‘, referiert Bersin 
diese wesentliche Angabe mit: ,,Der SH-Schwund ist im letzteren Falle 
(der Inaktivierung) nicht vollkommen**, Chem. Centralbl. 1935, I, 2831. 

3 In Nord-Weidenhagen, .,Ergebnisse der Enzymforschung’ 4, 83, 
Leipzig 1935. — 4 C.r. biol. 112, 790, 1294, 1933. — * Man vgl. dazu die 
Art der Darstellung des Thioathers aus Cystein und Jodessigsaure ; F. Dickens, 
Biochem. J. 27, 1142, 1933. 
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Im Hinblick auf die Befunde von L. Rapkine und F. Dickens ist 
es ohne Zweifel verlockend, die von uns festgestellte Hemmung dei 
Proteinasen durch Jodessigsiure auf eine chemische Reaktion zwischen 
einer SH-Gruppe des Enzyms und der Halogenessigsiure zuriick- 
zufiihren. Kiner solchen Auslegung der Beobachtungen kame auch 


entgegen, dais die hemmende Fahigkeit der Halogenessigsiuren mit 


fallendem Atomgewicht oder mit abnehmender Reaktionsfahigkeit de: 
Halogene ziemlich parallel geht. Ich wiirde auch diese Folgerung aus 
unseren Versuchen gezogen und die Beobachtung als stichhaltigen 
Beweis fiir meine damals ausgesprochene Vermutung des SH-Gehalts 
der aktiven Proteinasen bezeichnet haben, wenn nicht die anderen 
Experimente die Schliissigkeit des Beweises sehr in Frage gestellt 
hatten. Da ich dem Experiment den Vorrang vor meiner Vorstellung 
lasse, bin ich der Auffassung, daB zu den experimentellen Befunden, 
die den Sulfhydrylgehalt aktiver Proteinasen nicht ,,stichhaltig beweisen“, 
auch unsere Beobachtung tiber die ,,reversible‘‘ Hemmung der Proteinasen 
durch Jodessigséure gehért. 
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Biochemische Untersuchungen 
iiber das Verhalten des Serums bei malignen Tumoren, 
Schwangerschaft und gynikologischen Erkrankungen. 
Von 
C. Vereesi und F. Guercio. 
(Aus der Geburtshilflich-gynaikologischen Universititsklinik Palermo.) 


(Eingegangen am 27. Mai 1935.) 


In einer Reihe grundlegender Arbeiten zeigten MW. Ascoli und 
seine Schule (1 bis 12, 19) eine Anzahl von Besonderheiten und Ab- 
weichungen im Stoffwechsel von Tragern maligner Tumoren, und zwar 
sowohl im Stoffwechsel der Fette wie in dem der Kohlenhydrate. 
Sie konnten feststellen, daB die aerobe Glykolyse der Blutkérperchen 
von Tumorkranken starker war als die von Normalen, daB also die 
Blutkérperchen von Kranken, die von bésartigen Geschwiilsten be- 
fallen waren, in Gegenwart von Sauerstoff mehr Milchséure produ- 
zierten als diejenigen von gesunden Personen. 


Gleichzeitig wurde entdeckt, daB in der Kalte hergestellte Ather- 


extrakte der auf Filtrierpapier angetrockneten Seren von Geschwulst- 
kranken bei Titration mit n/100 KOH héhere Werte ergaben als ent- 
sprechende Extrakte normaler Seren. Diese Ergebnisse konnten wir 
vollkommen bestatigen und dabei ein ganz analoges Verhalten bei 
malignen Tumoren der weiblichen Genitalien zeigen, wahrend die 
anderen gynakologischen Affektionen und auch die Graviditat fast 
normale Werte lieferten. Weitere Bestatigungen brachten die Ver- 
6ffentlichungen von P. Caldarera und Ponzi, Maugeri und Bettini. 

Die genannten Befunde lieBen daran denken (.V. Ascoli und Mit- 
arbeiter, Vercesi und Guercio), daB in den Seren der Tumorkranken 
gewisse Fettsduren sich in einem Zustande erhéhter Labilitaét befanden. 
Wie Jndovina und Fiandaca in einer ihrer letzten Arbeiten erértern, 
kénnten derartige Sauren das Produkt desintegrativer Prozesse im 
Organismus sein und kénnten, theoretisch wenigstens, verschiedenen 
Ursprung haben: vermehrte Bildung, unvollstandige Verbrennung, 
ungentigende Ausscheidung oder Entstehung auf einem pathologischen 
Seitenwege des Stoffwechsels. 

Kine Vermehrung des Sauretiters (unter den genannten Bedingungen) 
fanden Jndovina und Fiandaca auch bei Leberaffektionen, vor allem 
bei Ikterus, bei Diabetes und bei Nierenleiden. 

Weitere Untersuchungen wurden von . Ascoli und Mitarbeitern 
unternommen, um die Natur dieser Sauren zu klaren. Hierzu bedienten 
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sie sich der Jodzahlbestimmung in den nach der oben beschriebenen 
Technik hergestellten Ather-Kaltextrakten der Seren, um so den 
Gehalt an ungesattigten Bindungen in den extrahierten Fettsauren 
nachzuweisen, in Ubereinstimmung mit den Vorstellungen von Wieland, 
der annimmt, dafB die ungesattigten Fettsauren eine normale Zwischen- 
stufe bei der Verbrennung der Fette darstellen. 

Das Ergebnis dieser Untersuchungen war, wie Jndovina — und 
Fiandaca in einer umfangreichen Untersuchung zeigten, der Nachweis 
einer erhéhten Jodzahl (ausgedriickt in ccm Thiosulfat) in den Seren 
von Tumorkranken. Ebenfalls, wenn auch nicht so stark erhéhte Wert: 
lieferten Seren von Ikterikern und Nephrotikern. 

Bei der Bedeutung dieser Ergebnisse und bei den Ahnlichkeiten, 
die in mancher Hinsicht zwischen dem Stoffwechsel von Tumorkranken 
und Schwangeren bestehen, war es unsere Absicht, die Untersuchungen 
auch auf das Verhalten der Jodzahl bei verschiedenen gynaikologischen 
Erkrankungen und in verschiedenen Stadien der Schwangerschaft aus- 
zudehnen, unter Durchfiihrung entsprechender Kontrollen bei Gesunden. 
Wir benutzten dabei die folgende Technik (vgl. Indovina und Fiandaca): 

1 cem Serum wird bei Zimmertemperatur auf Filtrierpapier angetrocknet 
und dann das Papier 8 Stunden mit etwa 30 cem Ather ebenfalls bei Zimmer 
temperatur extrahiert. Man benutzt dazu weithalsige, mit Glasstopfen ver- 
schlossene Glasflaschen (sogenannte Pulverflaschen) von 120 bis 150 cem 
Inhalt. Nach Entfernung des Filtrierpapiers 148t man darauf den Athe: 
ohne Erwdadrmung, eventuell im Vakuum, verdampfen und gibt zu dem 
Riickstand 10cem einer Mischung aus gleichen Teilen n/100 Jodlésung 
in 96°> igem Alkohol und 0,6°  iger Sublimatlésung, ebenfalls in alkoholischet 
Léosung. Die beiden Reagenzien werden 24 Stunden bis 4 Tage vor Ver 
wendung miteinander gemischt. Man 1laBt dann die Ansitze einige 
Stunden (iiber Nacht) stehen und titriert nach Zusatz von 2 cem 10°Giger 
Kaliumjodidlésung den Rest des freien Jods mit n/100 Thiosulfatlésung 
und Starke als Indikator zuriick. Gleichzeitig ist immer ein Leerversuch 
vorzunehmen. 

Die bisherigen Ergebnisse mit dieser Methode sind in der folgenden 
Tabelle zusammengefaBt. Die malignen Tumoren waren fast ausschlieBlich 
Uteruscarcinome (Collum und Corpus). Daneben kamen auch je zwei 
bésartige Geschwiilste der Brustdriise und der Ovarien zur Unter- 


suchung. Die Schwangeren wurden in verschiedenen Stadien der 


Graviditat untersucht. Die gutartigen Geschwiilste waren Uterus- 
fibrome sowie Cysten und Fibrome des Ovariums. Die Diagnosen alle: 
Tumorfille wurden durch histologische Untersuchung des Operations- 
materials oder von Probeexzisionen sichergestellt. Die nichtfieberhaften 
gyndkologischen Erkrankungen setzten sich zusammen aus Prolapsen 
Metritis, Fibrosis uteri, Endometritis, Adnexitis chronica usw. Di 
fieberhaften Formen waren akute oder rezidivierende Adnexitiden, ein: 
Pelveo-Peritonitis und puerperale Infektionen. 
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Tabelle. 
(Die Zahlen bedeuten cem n/100 Thiosulfat.) 

Bésartige Tumoren (15 Faille). Schwangere (25 Falle). 
Héchster Wert . . .... s 448 Héchster Wert. ...... 0,48 
Niedrigster Wert (1 Fall). . . 0,64  Niedrigster Wert... . . . 0,12 
Mittel aus allen Werten . . . 1,04 Mittel aus allen Werten . . . 4,35 

Gutartige Tumoren (20 Fille). Fieberlose Erkrankungen (25 Falle). 
Hoéchater Wert. . .... « 0,82 Héchster Wert: . ..« . « 0,86 
Niedrigster Wert . . ... . 0,14 £xNiedrigsterWert ...... 0,08 
Mittel aus allen Werten . . . 0,23 Mittelausallen Werten . . . 06,24 
Fieberhafte Erkrankungen (8 Fille). Kontrollen von Gesunden (10 Falle). 
Hoéchster Wert. ...... 0,44 Hoéchster Wert. ...... 0,38 
Niedrigster Wert . . .. . . 0,12 Niedrigster Wert ...... 0,18 
Mittel aus allen Werten . . . 0,31) Mittelausallen Werten .. . 06,22 


Ausden Angaben der Tabelle geht eindeutig hervor, daB die malignen 
Tumoren héhere Zahlen lieferten als die anderen Faille. Der gréBte Teil 
der Sera von Tragern bésartiger Geschwiilste ergab Werte iiber 1 oder 
nahe bei 1, wahrend die Sera aller anderen untersuchten Gruppen, 
einschlieBlich der Schwangerschaften und der febrilen Erkrankungen, 
ein nicht wesentlich héheres Jodbindungsvermégen aufwiesen als die der 
normalen. Die leichte Vermehrung der Jodzahlen in der Gruppe der 
Schwangeren (0,35 im Mittel gegen 0,22 bei den Normalen) kénnte, mit 
allen Einschrankungen, die wegen der geringen Anzahl der Faille und 
der nur kleinen Unterschiede in den Werten zu machen sind, vielleicht 
auf die Graviditatshypercholesterinamie bezogen werden. Dab der 
Zusatz von Cholesterin die Jodzahl der atherischen Serum-Kaltextrakte 
erhéht, ist von Fiandaca und Indovina experimentell nachgewiesen 
worden und erscheint durchaus annehmbar. 

Das Fieber scheint trotz der Stérungen, die es im Stoffwechsel 
hervorruft, keinen EinfluB auf die Jodzahl zu besitzen. Bei den Tumor- 
kranken ergab sich dagegen deutlich eine Stoffwechselstérung, die 
ihren Ausdruck in der Erhéhung des jodometrischen Index hatte. 

Die Untersuchungen und Ergebnisse von . Ascoli und Mit- 
arbeitern sind somit bestatigt. Auch wir fanden in dem Lipoidstoff- 
wechsel von Carcinomkranken die charakteristischen Abweichungen, die 
wahrscheinlich an die Anwesenheit von ungesattigten Kérpern ge- 
bunden sind, die aus dem Serum leicht entfernt werden kénnen, wenn 
man den kleinen Kunstgriff anwendet, das Serum vor der Extraktion 
an der Luft trocknen zu lassen und auf diese Weise vielleicht lockere 
physiko-chemische Bindungen (an Oberflichen, adsorptive Krafte ?) 
zu sprengen, so daB die ungesattigten Substanzen in den Ather iibergehen. 

Dies als reine Arbeitshypothese. Auf jeden Fall zeigen unsere Unter- 
suchungen ebenso wie die genannten von .V. Ascoli und seiner Schule 
eine eigenartige Abweichung im intermediaren Stoffwechsel, die sich 
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nicht so sehr auf die absolute Menge der im Kreislauf befindlichen 
Lipoide als auf die Art ihrer Bindung im Serum bezicht. 

Die erhéhten Jodzahlen, die Fiandaca und Indovina bei Ikterus 
und Nephrose finden konnten, erkléren sich durch die Retention von 
Gallenbestandteilen, vor allem von Cholesterin bzw. durch den betracht- 
lichen Anstieg der Gesamtfette im Serum der Nierenkranken. Bei den 
letzteren vermehren sich neben den ungesattigten Verbindungen auch 
die gesattigten Fettsaiuren, freie sowohl wie veresterte. Bei den Seren 
von Tumorkranken dagegen handelt es sich nicht so sehr um eine Er- 
héhung der Gesamtlipoidkonzentration, als um eine Stérung_ in 
der Bindungsfestigkeit, mit der die Fettséuren, vor allem die un- 
gesattigten, im Serum gehalten werden. 

Durch Entziehung des Wassers und durch die Veranderung des 
physiko-chemischen Zustandes des Serums, durch Stérung der Gleich 
gewichte der verschiedenen Bindungskrafte, werden Lipoid- oder 
Lipoid-Proteinkomplexe frei und fiihren so zu den mitgeteilten Ver- 
suchsergebnissen. 

Die Beobachtungen an den Schwangerenseren, bei denen dic 
Mehrzahl der Forscher eine wahre Lipimie annimmt, bestitigen dic 
Hypothese und fiihren auBerdem zu der Erkenntnis, daB hier die Bindung 
der ungesattigten Kérper, die in den Atherextrakt iibergehen kénnen. 
trotz der Vermehrung der Fettséuren sehr fest sein mub. 

Weitere Versuche sind im Gange, um die Zahl der untersuchten 
Falle zu erhéhen und die Erscheinungen genauer in ihren Einzelheiten 
zu beobachten. 

Zusammenfassung. 

Die Verfasser haben die Jodzahl in Ather-Kaltextrakten des aut 
Filtrierpapier angetrockneten Serums bei Schwangerschaft, Uterus- 
varcinom und verschiedenen gyndkologischen Erkrankungen unter- 
sucht. Sie finden bei malignen Neubildungen deutlich héhere Werte 
als bei den anderen Genitalerkrankungen und bei Schwangerschaft 
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Untersuchungen iiber die Beziehungen zwischen Schilddriise 
und Leber’. 


Von 


Heinz Doetsch. 
(Aus dem Anthropologischen Institut der Universitat Koln.) 
(Eingegangen am 8. Juni 1935.) 


Mit 8&8 Abbildungen im Text. 


Im Jahre 1931 hatten W. Brandt, Mattis und Nolte festgestellt, 
daB verschiedene JodeiweiBprodukte eine verschieden abgestufte 
Wirkung auf die Beschleunigung der Entwicklung bei Amphibienlarven 
besitzen. Die einzelnen hydrolysierten Abbauprodukte wirkten zwar 
schilddriisenartig, aber zugleich in bedeutend abgestuftem Grade auf 
die Beschleunigung der Metamorphose. 


Diese Ergebnisse bewiesen somit, dab die Gegenwart bestimmter 
eiweiBartiger Stoffe zum Jod nicht gleichgiiltig ist, und legten zugleich 
den Gedanken nahe, daB auch beim eigentlichen Ausléser der Meta- 
morphose im Amphibienversuch, beim Schilddriisenstoff selber, dem 
Thyroxin, die Gegenwart bestimmter Stoffe eine verschieden abgestufte 
Wirkungsintensitat zeitigen wiirde. 

In der Tat zeigten die folgenden Versuche, daB die Gegenwart 
eines bestimmten Organes als PreBsaft oder als zerriebenes Organ im 
Thyroxinversuch eine graduierende Wirkung des Thyroxins im Sinne 
einer Abschwachung hervorruft. 


Material und Methodik. 


Zur Untersuchung kamen 5 Larven von Limnodynastes (tropische 
Anure), 140 Larven vom deutschen Teichfrosch, 4 Kaninchen. 

Als Organe wurden dem Thyroxinfiitterungsversuch beigefiigt: Kalbs- 
leber, Niere vom Schwein, Muskelfleisch; als Thyroxin wurde Thyroxin- 
Schering genommen. 6 mg Thyroxin-Schering entsprechend 1,5 g Trocken- 
schilddriise. 

Die Verabreichung erfolgte auf zweierlei Art: 

1. Es wurden in Leber und Niere Thyroxin von allen Seiten und in alle 
Tiefen injiziert. Die Fliissigkeit, die aus den Organen herausfloB, wurde 
aufgesogen und wiederum injiziert. Dann wurden die einzelnen Organe 
ins Aquarium gelegt. 


' Die Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Hochhausstiftung der 
Universitat K6ln ausgefiihrt. 


15* 
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In den Vorversuchen an Limnodynastes wurden folgende Mengen ver- 
abreicht: 


a) In 15g Leber 0,4 cem Thyroxin zweimal je 3 Stunden lang 
b) , 15g , 0,4 ,, 0» 9 » 3 ” - 
Ca ee on os ‘a 49 7 ee a 
d) ,, 30g mA 3 i se einmal ,, 4 me pe 
e) , 30g Niere 3 + ‘3 * on 7 a 


2. Es wurden in Leber, Niere und Muskelfleisch Thyroxin von allen 
Seiten und in alle Tiefen injiziert. Die Fliissigkeit, die aus den Organen 
herausflo8, wurde aufgesogen und wiederum injiziert. Dann wurden die 
einzelnen Organe durch die Fleischmaschine gedreht und in den einzelnen 
Aquarien gleichmaBig verteilt. 

In den Hauptversuchen an deutschen Teichfroschlarven wurden folgende 
Mengen verabreicht: 


« 


2. Reihe: 60g Leber 3 Stunden lang, 


3. ‘ in 60g Leber 4cem Thyroxin 3 Stunden lang, 
4, a 60g Niere 3 Stunden lang, 
De ay in 60g Niere 4cem Thyroxin 3 Stunden lang, 
6. = ,,. 3eem Thyroxin 3 Stunden lang. 
l. und 2. Gruppe: In 100g Leber 6 cem Thyroxin 6 Stunden lang 
» lOOg Niere 6 ,, os 6 re o9 
3. Gruppe: » 60g Leber 4 ,, 9 6 es 3 
. 60g Niere 4 ,, i 6 * 99 


Bei einer zweiten Verabreichung 7 Tage spaiter wurden folgende Mengen 
gegeben: 


1. und 2. Gruppe: In 105g Leber 4cem Thyroxin 14 Stunden lang 


,. l0Sig Niere 4 om 14 ie ee 
endlich: » 20g Leber 1 cem n + a me 


». 20g Muskelfleisch 1 cem Thyroxin 4 Stunden lang. 


In je einem Aquarium mit 500 cem Wasser befanden sich in der 1. bis 
6. Reihe und in der 1. Gruppe je ein Tier, in der 2. Gruppe je zwei Tiere und 
in der 3. Gruppe je fiinf Tiere. 

Die bei der Methodik unter Reihe und Gruppe angegebenen Mengen 
wurden auf die Anzahl der in den Reihen und Gruppen stehenden Aquarien 
zu gleichen Teilen verteilt. 

Zur genauen Kontrolle der Wirkungsweise wurden die Larven vor 
Beginn der Versuche und wiederholt in bestimmten Zeitabstanden gemessen, 
und zwar Gesamtlinge, Rumpflinge, Schwanzlainge, groBte Breite, Ober- 
schenkellinge, Unterschenkellinge und FuBlange. Besondere Sorgtalt 
wurde darauf gelegt, daB in jedem einzelnen Versuch die Versuchstiere 
unter sich in bezug auf die Abstammung, GréBe. Ernahrungszustand sowie 
Entwicklungsgrad gleichwertig waren. Die Bedingungen, unter denen die 
Versuchstiere gehalten wurden, waren fiir jedes einzelne Tier die gleichen. 

Die Kaninchen erhielten die Organsiéfte und das Thyroxin in aus- 
gehohliten Mohrriiben oder unter den Hafer vermischt und wurden taglich 
gewogen. Die Leber und die thyroxingetrankte Leber wurden durch ein 
Sieb gepreBt und der Saft in einer MeBschale aufgefangen. Es erhielten in 
einer Versuchszeit von 71 Tagen an 38 Tagen: 

K Ill: 58 cem Lebersaft, 
K IV: 57. ,,  Leber-Thyroxinsaft, 
K V: 22 ,, Thyroxin. 
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In die Lebermengen, die fiir K [IV 57 cem Leber-Thyroxinsaft ergaben, 
wurden im ganzen 22 cem Thyroxin injiziert. 


Ergebnisse. 
Vorversuche an Limnod ynasteslarven. 


Am 18. Marz 1933 erhielt ein Versuchstier thyroxingetrankte Leber 
(siehe unter Methodik a). Die Nachmessung am 20. Marz ergab eine Ab- 
nahme samtlicher Kérperlangen und eine Zunahme der GliedmaBenlaingen. 
Die zweite Messung am 29. Marz ergab eine Zunahme der Koérper- und 
GliedmaBenlangen. Die Gesamtlinge war iiber die zu Beginn des Versuches 
festgestellte GréBe hinausgegangen. Die dritte Messung am 4. April ergab 
wiederum eine Zunahme der K6rper- und GliedmaBenlaingen. Das Wachstum 
der hinteren GliedmaBen war besonders stark. Am 5. April wurde zum 
zweiten Male thyroxingetrankte Leber verabreicht. Die Messung am 
8. April ergab eine Zunahme der Gesamtlainge, der Schwanzlinge und der 
hinteren GliedmaBen. Die Rumpflinge war von 2,26 auf 2,15 em gefallen. 
Das Wachstum der hinteren GliedmaBen war wiederum stark. Am 1&8. April 
metamorphosierte das Tier. Von einer beschleunigten Metamorphose konnte 
nicht die Rede sein, eher von einer Verlangsamung. Schrumpfungserschei- 
nungen an den Koérperlangen, wie sie nach Thyroxinverabreichung erwartet 
wurden, wurden nicht beobachtet. Im November 1934 gelang es, diesen 
Versuch mit denselben Ergebnissen zu wiederholen (siehe unter Methodik b), 


Im nachsten Versuch wurde die Leber- sowie Thyroxinmenge gesteigert 
(siehe unter Methodik c). Die Ergebnisse zeigten eine geringfiigige Abnahme 
der Korperlangen sowie ein starkes Wachstum der hinteren GliedmaSen. 
Von einer Schrumpfung, wie sie nach einer Gabe von 8 cem Thyroxin hatte 
eintreten miissen, war nichts zu beobachten. Eine Beschleunigung der 
Metamorphose trat nicht ein. 


In einem folgenden Versuch (siehe unter Methodik e) sollte die Injektion 
von Niere mit gleichen Mengen Thyroxin, wie sie in diesem Versuch bei 
Leber gegeben wurden, zeigen, ob auch die Niere imstande ist, eine solche 
fiir Thyroxin uncharakteristische Erscheinung hervorzurufen. Zur Kontrolle 
erhielt ein Tier nur Leber, ein anderes nur Niere. Die Auswertung der in 
Kurven festgestellten Ergebnisse ergab, daB Leber allein und Niere allein 
keine besonderen Erscheinungen hervorgerufen haben. Die Koérpermase 
dieser beiden Versuchstiere unterlagen geringen nichtssagenden Schwan- 
kungen. Kaum nennenswert war die Beeinflussung der hinteren GliedmaBen 
nach Verabreichung von Niere; dagegen war das Wachstum der hinteren 
GliedmaBen nach Verabreichung von Leber recht erheblich. Von einer Be 
schleunigung der Metamorphose war bei beiden Tieren nichts wahrziunehmen. 
Die Kurven nach Verabreichung von Leber-Thyroxin und Niere-Thyroxin 
lieBen auf den ersten Blick das enorme Wachstum der hinteren GliedmaBen 
des Leber-Thyroxintieres erkennen. Die hinteren GliedmaBen des Niere- 
Thyroxintieres zeigten ebenfalls ein recht erhebliches Wachstum, das 
gréBer als das nach Verabreichung von nur Leber war, aber nicht an das 
nach Verabreichung von Leber-Thyroxin herankam. Die Koérpermabe 
beider Versuchstiere hatten abgenommen, aber nicht um Sinne einer Schrump 
fung. Die Metamorphose war im Vergleich zu dem Leber- und Nieretier 
beschleunigt. Die Abnahme der KérpermaBe und die Beschleunigung der 
Metamorphose war bei dem Niere-Thyroxintier am stiarksten. Die Photo 
graphien (Abb. | und 2) zeigen, daB die GliedmaBen des Leber-Thyroxin- 
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tieres nicht nur groBer, sondern auch volumin6éser sind. Die GliedmaBen 
langen des Niere-Thyroxintieres waren am 18. Dezember 1934 gr6Ber als 


Abb. 1 zeigt den Entwicklungsgrad der 


Limnodynastes-Larve, die 14 Tage vorher 

30 g Leber, die mit 3 cem Thyroxin ge- 

trinkt war, 4Std. lang ins Aquarium 
erhalten hatte. 


die des Leber-Thyroxintieres am gleichen 
Tage, wahrend am 2. Januar 1935 das 
Verhaltnis umgekehrt war.  Ebenfalls 
sind die vorderen GliedmaBen, die zi 
Zeit der Organverabreichung am 19. De 
zember 1934 noch nicht zu sehen waren, 
bei dem Leber-Thyroxintier langer und 
voluminoser. 

Zusammenfassend kann man sagen 
das das Niere-Thyroxintier den Ein 
druck macht, als ob es nur mit Thy- 
roxin behandelt worden ware. Das 
Leber-Thyroxintier weist dagegen eine 
Wachstumserscheinung an den hinteren 
GliedmaBen auf und eine Verlang- 


samung der Metamorphose im Vergleich 


zum Niere-Thyroxintier. 


Hauptversuche an deutschen 
Teichtroschlarven. 

Zur genaueren Erhartung der fest- 
gestellten Befunde wurden im Friih- 
jahr 1935 umfangreiche Versuche an 
deutschen Teichfroschlarven — unter- 
nommen. 

In einem Versuch vom 6. Mai 1935 
wurden sechs Reihen mit je fiinf Ver 
suchstieren aufgestellt : 

1. Reihe: Kontrolle; 2. Reihe: Leber 
(Abb. 3): 3. Reihe: Leber-Thyroxin 


Abb. 2 zeigt den Entwicklungsgrad Abb. 3 zeigt den Entwicklungsgrad der fiinf deutschen 
der Limnodynastes-Larve, die Teichfroschlarven der 2. Reihe, die 4 Tage vorher 3 Sti 


14 Tage vorher 30 g Niere, die mit 
3ccem Thyroxin getrinkt war, 4Std. 
ins Aquarium erhalten hatte. 


lang 60 g Leber erhalten hatten. 
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Abb. 4); 4. Reihe: Niere; 5. Reihe: Niere-Thyroxin (Abb. 5); 6.‘Reihe: 
hyroxin (Abb. 6). Nach 4 Tagen wurde gemessen und samtliche Versuchs- 
ere wurden nach ihrer Zusammengehérigkeit photographiert. 

Vergleicht man auf den Bildern die Leber-Thyroxintiere mit den 
Niere-Thyroxintieren, so erkennt man, daB die Leber-Thyroxintiere im 


« 
} f 
| 


\bb. 4 zeigt den Entwicklungsgrad der fiinf deutschen Teichfroschlaryen der 3. Reihe, die 
4 Tage vorher 3 Std. lang 60 g Leber, die mit 4 cem Thyroxin getrinkt war, erhalten hatten. 


19h 


Abb. 5 zeigt den Entwicklungsgrad der fiinf deutschen Teichfroschlarven der 5. Reihe, die 
4Tage vorher 3 Std. lang 60 g Niere, die mit 4cem Thyroxin getrinkt war, erhalten hatten. 


,¢ ef 


Abb. 6 zeigt den Entwicklungsgrad der fiinf deutschen Teichfroschlarven der 6. Reihe. die 
4 Tage vorher 3 Std. lang 3 cem Thyroxin erhalten hatten. 


ganzen kraftiger, d. h. nicht so geschrumpft sind wie die Niere-Thyroxin- 
tiere. Ebenfalls sind die Niere-Thyroxintiere weiter in der Meta- 
morphose fortgeschritten. Zieht man zum Vergleich noch die Leber- 
und Thyroxintiere hinzu, so hat man den Eindruck. daB die Niere- 
Thyroxintiere sich mehr dem Aussehen der Thyroxintiere nahern 
d.h., daB bei der Verabreichung von Niere-Thyroxin Thyroxin mi 
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seinen bekannten Wirkungen durchschlagt, wahrend die Leber-Thyroxin 
tiere sich mehr dem Aussehen der Lebertiere nahern, d.h., daB bei Ver- 


abreichung von Leber-Thyroxin Thyroxin in seinen bekannten Wirkungen 


gehemmt wird. An den GliedmaBen sind in diesem Versuch keine Be- 
sonderheiten festgestellt worden. Die Lebertiere und Nieretiere tiher- 
treffen im Wachstum die Kontrolltiere, die schon einen mehr meta- 
morphosierten Eindruck machen. 


Abb. 7 zeigt den Entwicklungsgrad der 25 Leber-Thyroxin-Tiere der 3. Gruppe, die 7 Tage vor 
her 6 Std. lang 60 g Leber, die mit 4 cem Thyroxin getrinkt war, erhalten hatten. 


Ein weiterer Versuch unter den gleichen Versuchsbedingungen, wie sie 
eben angefiihrt worden sind, wurde am 20. Mai 1935 an 100 Kaulquappen 
ausgefiihrt. Die Versuchstiere wurden je nach ihrer GréBe in drei Gruppen 
eingeteilt. 50 Versuchstiere erhielten Leber-Thyroxin, 50 Niere-Thyroxin. 
An allen drei Gruppen traten dieselben Erscheinungen auf, wie sie eben von 
der dritten Reihe fiir Leber-Thyroxin und von der fiinften fiir Niere 
Thyroxin geschildert wurden. Es waren lediglich zeitliche Unterschiede in 
bezug auf das Auftreten der Erscheinungen vorhanden. Die gréBten Ver 
suchstiere (3. Gruppe mit je 25 Versuchstieren) (Abb. 7 und 8) reagierten 
am schnellsten sowohl bei Leber-Thyroxin als auch bei Niere-Thyroxin, 
dann kam die 2. Gruppe mit je 10 Versuchstieren und zuletzt die 1. Gruppe 
mit je 15 Versuchstieren. 
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In einem weiteren Versuch an je 10 Kaulquappen wurde statt Niere- 
thyroxin Muskelfleisch-Thyroxin verabreicht. Es zeigte sich hier aber 
kein Unterschied in der Wirkungsweise. Leber-Thyroxin wies wiederum 
die beschriebenen Erscheinungen auf. In diesen beiden letzten Versuchen 

aten an den GliedmaBen keine besonderen Erscheinungen auf. Die auf 
der Abbildung sichtbare bessere GliedmaBenentwicklung bei den 25 Niere- 
fhyroxintieren ist lediglich ein Zeichen fiir die fortgeschrittenere Meta- 
morphose nach Thyroxin, die bei den Leber-Thyroxintieren, die die gleiche 
Menge Thyroxin erhalten haben, nicht zu sehen ist. 


ITF 
tN 
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Abb. 8 zeigt den Entwicklungsgrad der 25 Niere-Thyroxin-Tiere der 3. Gruppe, die 7 Tage 
vorher 6 Std. lang 60 g Niere, die mit 4c¢em Thyroxin getrankt war, erhalten hatten. 


f 
} 


Vorversuche beim Sduqetier (Kaninchen ). 


Die im vorstehenden angegebenen Versuche wurden nun auf das Sauge- 
tier iibertragen. Dazu wurden vier junge Kaninchen vom gleichen Wurt 
genommen. 

ae K Il wurde als Kontrolltier gehalten; K III erhielt Lebersaft; K IV 

pen erhielt Leber-Thyroxinsaft; K V erhielt Thyroxin. Die Vertiitterung dauerte 

pen 38 Tage. 

“in. Die Gewichte zu Anfang des Versuchs am 17. Januar 1935 waren: 

von K Il 761g: KIT 930g; KIV 800g; KV 802 ¢ 

are Die Gewichte zu Ende des Versuchs am 25. Marz 1935 waren: K II 

Ree 580 ¢: K TIT 2315 ¢: K IV 2170 ¢g: KV 2085 ¢. 

Vel Bei der tiglichen Messung war es fast ausschlieBlich so, daB K LLL am 

rter schwersten war, dann kam K IV, dann K V und zuletzt K UL. Die Beurteilung 

xin. des Allgemeinzustandes der einzelnen Tiere nahm dieselbe Reihentolge ein. 

Ippe Die Messung der vom Muskelfleisch befreiten GliedmaBen zeigte in bezug 
auf die Lange dieselbe Reihenfolge. Die Wagung der gleich nach der Tétung 
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herausgenommenen einzelnen Leber ergab fiir: K II 71g; K LIL 89,4 ¢ 
K IV 95,02: K V 96,5 g. 

Die schwerste Leber hatte also das Thyroxintier, an zweiter Stelle kam 
das Leber-Thyroxintier, an dritter Stelle das Lebertier und an letzter da 
Kontrolltier. 

Zusammenfassung. 

An 121 Kaulquappen konnte gezeigt werden, daB die metamorphose- 
beschleunigende Wirkung, sowie die von Haffner bezeichnete toxische 
Wirkung des 'Thyroxins, bei der es zu einer deutlichen Einschmelzung 


der gesamten Larve kommt, durch Verabreichung des Thyroxins in 


Leber wesentlich gehemmt wird: daB aber bei Verabreichung von 
Thyroxin in Niere oder in Muskelfleisch die Versuchstiere sich so ver. 
halten, als ob nur Thyroxin allein verabreicht worden ware. 

Beim Kaninchen-Fitterungsversuch zeigte sich nach der Tétung 
der Tiere nach etwa 3 Monaten, daB das Thyroxintier die schwerste 
Leber hatte, dann folgte das Leber-Thyroxintier, dann das Lebertier 
und zuletzt das Kontrolltier. 
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Kine Methode zur fortlaufenden photographischen Aufzeichnung 
von Voluminderungen der roten Blutkérperchen. 


EKinige Versuche tiber den Einflu® der Temperatur und die Bedeutung der 
Wasserstoffionenkonzentration fiir die Permeabilitiitsgeschwindigkeit von 
Glycerin und Harnstoff. 


Von 
Seren L. Orskov. 
Aus dem Medizinisch-physiologischen Institut der Universitat Kopenhagen.) 
(Eingeqangen am 31. Mai 1955.) 


Mit 6 Abbildungen im Text. 


In einer friiheren Arbeit (1) wurde das Prinzip einer neuen Methode 
zur Bestimmung des Blutkérperchenvolumens beschrieben. Die Methode 
geht von der Beobachtung aus, daB die Durchsichtigkeit einer Suspension 
roter Blutkérperchen sich mit der GréBe der Blutkérperchen verandert. 
Kine Schrumpfung bedingt, daB eine geringere Lichtmenge durchdringt, 
was entweder durch eine Anderung der Durchsichtigkeit der Hamoglobin- 
lisung oder durch eine veranderte Reflexion an der Oberflache der 
roten Blutkérperchen erklart werden kann. Welcher von beiden Fak- 
toren die gréBte Rolle spielt, konnte nicht ermittelt werden. Die durch- 
fallende Lichtmenge wird, ebenso wie bei der von Netter und @rskov (12) 
angegebenen Methode zur Bestimmung des Grades einer Hiamolyse, 
mit der Selenphotozelle gemessen. 


Ebenso wie bei dieser Methode 
war auch hier die Verwendung einer 
konstanten Lichtquelle von gréBter 
Wichtigkeit. Dazu wurde eine Gliih- 
lampe (4 Volt, 0,4 Amp.) aus einer 
Akkumulatorenbatterie von 135 Am 
perestunden gespeist. Die Lampe sitzt 
in einer mit einer Offnung versehenen 
Kapsel (Abb. 1), die das Licht auf ein 
Glasrohr sammelt. Dieses Glasrohr ist 
nach unten hin ausgezogen und am 
oberen Ende durch einen Gummistopfen 
verschlossen. Durch den Stopten ist 
ein Glastrichter, in dem ein Glasstab 
liuft, gefiihrt. Am unteren Teil sind 
an dem Glasstab Fliigel angeschmolzen 
und am oberen Ende tragt er ein Rad, 
das durch einen CGummitreibriemen 
(zur Vermeidung von Erschiitterungen ) 
mit einem Elektromotor verbunden ist. 


Biochemische Zeitschrift Band 279. 
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Am unteren Teil des Glasrohres sitzt ein Gummischlauch mit Klemn 
durch welchen die Suspensionsfliissigkeit, Blut u.a., eingefiihrt werd 
kann. Dureh einen seitlichen Rohransatz ragt ein Thermometer in d 
GefaB und durch den Gummistopfen ist noch eine Glasspirale zur Dur 
leitung von Wasser verschiedener Temperatur gefiihrt. 

Wenn die Suspensionsfliissigkeit bis zum Halse des Glastrichters ste! 
ist der Rauminhalt des Clasrohres 30 cem. Die Unterseite des Gumn 
stopfens ist ausgehéhit, so daB eine Ansammlung von Luft vermieden wir 
Dadurech wird die Flache, durch welche eine Luftauswechslung stattfind 
kann, auf ein Mindestma}S herabgesetzt, was von Bedeutung werden kar 
wenn man z. B. bei konstantem CO,-Druck arbeiten will. 

Hinter dem Glasrohr ist die Photozelle befestigt. Der Photostrom 
durch einen Gegenstrom aus einem Akkumulator tiber geeignete Wide: 
stinde kompensiert, so daB auch geringe Schwankungen der Lichtstirke 
gemessen werden kénnen. 

Als MeBinstrument wurde ein Ruhstrat-Spiegelgalvanometer mit eine: 
Finstellungszeit von 0,5 Sekunden benutzt. Ein Strom von 10 % Amy 
gibt einen ablesbaren Ausschlag. Der innere Widerstand des) CGalvano 
meters betrigt 700 Ohm. Die Galvanometerausschlige wurden fortlaufend 
photographisch registriert. 


Die Ausfiihrung eines Versuchs ist dann folgendermaben: 


Zunachst wird das GlasgefaB mit einer 0,9°,igen NaCl-Losung gefiillt 
und mit Hilfe einer | cem-Glasspritze werden 0,38 com Blut sorgfaltig mit 
der Kochsalzlésung vermischt. Dabei muB die Einspritzung von Luft 
blasen in die Suspension vermieden werden. Dann wird der Riihrer in Gang 
gesetzt. (Die Umdrehungszahl betragt 200 in der Minute, d.h. die Fliige! 
werden so schnell bewegt, daB das Galvanometer aut die durch die Be 
wegungen des Riihrers verursachten Anderungen der Lichtstarke nicht 
anspricht.) Durch Einstellung des Kompensationsstroms am = Kompensa 
tionswiderstand wird der Lichtstreifen des Galvanometerspiegels auf eine 
passende Stelle der Registriereinrichtung eingestellt. Am zweckmabigsten 
beginnt man die Registrierung erst nach Ablauf von etwa 10 Minuten, damit 
der hauptsachlichste Austausch von mono- und divalenten Tonen ab 
geschlossen ist. Darauthin wird der Photostrom, d.h. das Volumen cde: 
roten ‘Blutkérperchen, solange registriert, bis eine konstante Einstellung 
vorhanden ist. Dann wird der Stoff hinzugetiigt, dessen Permeabilitats 
geschwindigkeit untersucht werden soll. Man verwendet hierzu eine konzen 
trierte L6sung der zu untersuchenden Substanz, die gleichzeitig eine 0,9 5 ize 
NaCl-Lésung enthalt. (Man fiillt und leert die Spritze mit der L6ésung 
wiederholt, um eine gute Durchmischung zu erreichen. Diese Manipulationen 
sollen ohne Erschiitterungen der Anordnung vorgenommen werden: sie 
dauern nicht linger als etwa 1 Sekunde.) 


In Abb. 2 ist die Kurve eines Versuchs dargestellt, in dem eine 


Lésung von leem 4mol. Glycerin in 0,9°% iger NaCl-Lésung zu de: 


Suspension der roten Blutkérperchen gefiigt wurde. 

Der Augenblick der Injektion wird in der Kurve durch einen 
dunklen Punkt markiert (augenblickliche kraftige Belichtung). Da 
nach fallt die Kurve steil und steigt wieder, erst schnell, spater lang 
samer, um nach etwa 6 Minuten ein Maximum zu erreichen. Durch dic 





Aufzeichnung von Volumanderungen usw. 











sung. 





leem 0,9 ° 
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Verdinnung der Suspension liegt das horizontale Niveau der Kury 
hoher als zu Beginn des Versuchs 

Kine quantitative Verwertung kann durch tolgende Eichung vi 
genommen werden: 


Die gleiche BlutkOrperchensuspension wie zuvor wird hergestellt uw 


der von dem durchfallenden Licht erzeugte Photostrom registriert. Dara 
) 


werden 0,2. cem 4 mol. Glucosel6sung fiinfmal und zuletzt 1 com 0,9°) ig 
NaCl hinzugefiigt und jedesmal die Diurchsichtigkeitsanderung registrie 

Abb. 2. zeigt, da die Blutkorperchen bet weitem nicht so- stay 
schrumpfen, wie man erwarten konnte. Dieses Verhalten, auf das friih 

1) schon hingewiesen wurde, ist dadurch bedingt, dali die Wasserverschii 
bungen Zeit gebrauchen, und dai das Glycerin schnell die Membran «i 
Kaninchenblutkérperchen durehdringt. Den wahrschemlichen Verlaut ce 
Durchdringung des Glycerins kann man beurteitlen, wenn man den Begin 
der Kurve im Augenblick des Hinzufiigens in einen Abstand von ce 
Grundlinie verlegt, der emer Beimischung von | cem 4 mol. Glucose 
losung entspricht. 

Durch die tiinf absteigenden Stufen in der Eichkurve werden fiint 
Punkte in der Glycerinkurve festgelegt. Das Niveau der untersten Stuf: 
besagt, daB noch kein Glycerin eingedrungen ist; steigt man zu der nachsten 
und addiert ein Fiinftel des Verdiinnungsetfekts von | cem 0,9°>igem NaCl, 
oO ist die Glycerinkonzentration im Innern der Blutkorperchen 20% cl 
in der AuBenfliissigkeit vorhandenen, die nachste Stufe 2/, des Ve 
diinnungseffekts entspricht 40°. usw. 

Die Kurve wird also in Konzentrationsverschiedenheiten geeicht 
Wenn wir nun in Ubereinstimmung mit Jacobs (2) und Schiedt (3 
voraussetzen, daB Oberflache und Dicke der Blutkérperchenmembran 
sich bei den Volumenanderungen einigermaben konstant verhalten, so 
konnte man das Ficksche Gesetz unmittelbar auf die Kurven anwenden 
und die Konstanten in den verschiedenen Abschnitten der Kurve be 
stimmen. 

Ks ist verstandlich, daB man hier mit langsam permeierenden 
Stoffen, bei denen die fiir die Wasserverschiebungen beanspruchte Zeit 
eine geringere Rolle spielt, die gréBte Genauigkeit findet. Zur Be- 

2 oi cy Soa) 
rechnung verwendet man die Formel & . ¢ log .. ... Dabei ist A 

Cy (a) 

die Konstante, ¢ die Zeit. Cy die Konzentration des untersuchten Stoffes 
in der auBeren Flissigkeit und Ci die Konzentration dieses Stoffes 
innerhalb der Blutkérperchen. Die notwendige Voraussetzung, dab 
die Konzentration der umgebenden Fliissigkeit sich wahrend des Ver 
suchs konstant halt, ist in diesen Versuchen erfillt. 

Wenn man die Konstanten fiir die verschiedenen Punkte der Kurv: 
fiir Glycerin nach der beigegebenen Eichkurve (Abb. 2) berechnet, so 
erhalt man die in der Tabelle | angegebenen Werte, die eine geniigend 
Genauigkeit zur Bestimmung der Durchdringungsgeschwindigkeit 


ergeben. 
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Minuten- aah “Minater Minuten- 


Nach Minuten , : 
‘ Konstante Konstante 


0.54 1.28 0.4 0.164 
0.284 1.40) 0,2 0,072 


Anwendungsmiglichkeiten der Methode. 


Die Methode kann iiberall dort, wo die Hamatokritmethode ver- 
wendet wird, benutzt werden. Bei Versuchen, die sich tiber mehrere 
Stunden mit Unterbrechungen erstrecken, ist eine Eichung der Licht- 
quelle wahrend des Versuchs wiederholt notwendig. 


Die hier beschriebene Methode hat gegeniiber der Verwendung des 
Hamatokriten folgende Vorteile: 

I. Es sind keine Probeentnahmen waihrend des Versuchs notwendig. 

2. Die Suspension der roten Blutkorperchen befindet sich in einem 
licht verschlossenen Behalter (geringe Diffusionstlache). 

3. Es ist leicht, wahrend des Versuchs eine geeignete Temperatut 
konstant zu halten, indem Wasser der gewiinschten Temperatur durch die 
Glasspirale geleitet wird !. 

4. Durch die fortlaufende Registrierung des Photostroms bekommt 
man eine vollstandige Kurve tiber den Verlauf der Volumenanderung det 
roten Blutkorperchen. 

5. Die Methode ermoéglicht mit angendiherter Genauigkeit auch die 
Bestimmung der Durchdringungszeit von sehr schnell permeierenden Sub- 
stanzen. 


In dem Versuch mit Beimischung von Glycerin (Abb. 2) sieht man 
schon, da die Wasserverschiebungen, die zum Auftreten der Volumen- 
anderungen notwendig sind, so langsam verlaufen, daB die Blutkérper- 
chen nicht soweit schrumpfen, wie es der zugesetzten Glycerinmenge 
entsprechen wirde. Bei Verwendung von schneller permeierenden 
Stoffen wird dieses Verhalten noch viel ausgesprochener. 


Wenn einer” Blutkérperchensuspension |cem 4 mol. Harnstoff 


zugefugt wird, erhalt man dieselbe Kurve, wie man sie bei Hinzufiigung 
von Leem Wasser erhalten hatte, d.h. es tritt keine Schrumpfung der 
Blutk6rperchen auf. Der Harnstoff diffundiert wie Wasser durch dic 
Membranen. Aus den Himolyseversuchen ist auBerdem ja bekannt, dab 
Harnstoff die Hamolysezeit fast nicht verandert. (Eine Ausnahme 
bilden kernhaltige rote Blutkérperchen.) 

Bei Benutzung eines Stoffes wie Propionamid, der auch sehr schnell 


permeiert (nach 3 bis 10 Sekunden 75°, Hamolyse bei warmbliitigen 


' Wenn die Temperatur unter LO° gehalten werden soll, wird ein Glas- 
behalter auBen um das GefaB gelegt und durch den zwischenliegenden Raum 
ein trockener Luftstrom geblasen. Hierdureh wird ein Beschlagen der Wande 
les GefaBes verhindert. 
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Tieren; die entsprechende Zeit fiir Harnstoff ist 3 bis 5 Sekunden), t1 
eine deutliche Schrumpfung der Blutkérperchen ein und die Kury 
wird etwa 2 Sekunden spater horizontal als nach Beimischung \ 
Wasser. (Die horizontal verlaufende Kurve zeigt, daB das Propionam 
in der wasserigen Phase der Blutkérperchen und der AuBenlésuny 


Abb 3. Oben: Beimisehung von leem H.O. Unten: ‘Beimischung von leem 4mol. Har 
stoff. Zeitschreibung: 2 Sek. 


Abb. 4. Beimischung von leem 4 mol. Propionamid. Zeitschreibung: 2 Sek. 


gleiche Konzentration hat.) Abb. 5 zeigt die Permeierungsgesch windig- 
keit von Glykol, das Jangsamer durchwandert als Propionamid. Das 


Gleichgewicht wird hier 7 Sekunden spater erreicht als bei Zugabe 
von Wasser. 

Die Permeabilitatsgeschwindigkeit von Wasser, Propionamid und 
(ilvkol liegen so nahe beieinander, daB selbst die letzten Teile der Kurven 


/ 


/S 


Abb. 5. Beimischung von |ecm 4 mol. Glykol. Zeitsehreibung: 2 Sek. 
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m einer Berechnung der Konstanten nach dem Fickschen Gesetz nicht 
verwertbar sind. Der Versuch zeigt indessen, dal die Methode zur Be- 


simmung der Wanderungsgeschwindigkeit von schnell permeierenden 


Sitoffen geeignet ist. Soll z. B. die Durchwanderungsgeschwindigkeit 
einer Reihe von Anelekcrolysen bestimmt werden, so fiigt man sie in 
gieichen Mengen zu der Blutkérperchensuspension und bekommt durch 
Ablesung der Zeit, bei welcher die Kurve horizontal verlauft oder 
einen bestimmten Abstand vom SchluBniveau erreicht, ein Mab 
fir die Permeabilitatsgeschwindigkeit. Untersuchungen dieser Art 
wirden eine ausgezeichnete Kontrolle fiir die im Hamolyseversuch er- 
haltenen Ergebnisse darstellen. 


Fehlerquellen der Methode. 


Die Methode hat zwei Fehlerquellen, die bei der Verwendung des 
Himatokriten nicht in Betracht gezogen zu werden brauchen. Tritt innerhalb 
eines Versuchs Hiéamolyse auf, so kann man dies leicht im Hiématokrit 
versuch feststellen, wahrend man bei Benutzung der Photazelle die Hamolyse 
nicht bemerkt und als eine Volumensteigerung der Blutkérperchen deutet. 
Es ist daher notwendig, nach Austiihrung eines Versuchs einen Teil der 
Blutkérperchensuspension zu zentrifugieren, um = sich gegen fehlerhatte 
Deutungen zu sichern. (Allerdings bewirken bei weitem die wenigsten 
Stotfe Hamolyse.) 

Die zweite Fehlerquelle ergibt sich aus der Moglichkeit, da das Hamo- 
globin wahrend des Versuchs seinen Sauerstottsattigungsgrad andert. Eine 
verminderte Sauerstotfsattigung bedingt verminderte Lichtdurchlissigkeit. 
Die Beimischung einer Lésung, die die Sauerstotfsattigung des Blutes ver 
mindert, wird sich in der Kurve darin zeigen, daB sie im Vergleich zu dem 
Niveau der Kurve vor der Beimischung nicht die berechnete Héhe erreicht. 

Sowohl bei der Verwendung des Hamatokriten, als auch bet der Verwendung 
der Photozelle gibt es zwei Faktoren, die von gropem Eimflup auf die Mefp- 
ergebnisse sind: Die Temperatur und die Wasserstoj/fionenkonzentration. 

Die Bedeutung der Temperatur fiir die Permeabilitaétsgeschwindigkeit 
wurde schon frither untersucht. WJasing (4) hat die Durehwanderungs- 
geschwindigkeit von Glucose in menschlichen Blutk6rperchen bei Tempera- 
turen von © bis 25° untersucht. Er tfand einen stark schwankenden Tem- 
peraturkoetfizienten. @Q)) war bei 25° etwa 2 und bei 0° etwa 12. Bjering (5) 
hat entsprechende Versuche im Temperaturintervall von 20 bis 40° aus 
gefiihrt und fand ein Qj) von 2 bis 2,6, 





Da Messungen, die den Temperatur- 
koeffizienten iiber einen gréBeren Tem- 
peraturbereichverfolgen, fehlten,wurden 
hier solche Versuche mit Glycerin und 
Thioharnstoff vorgenommen. (Die Ver- 
suche wurden an Kaninchenblut aus- 
gefiihrt.) Im Gegensatz zu den Befunden 1 3 
von .Masing wurde ein verhaltnismabig iniaiciag 
konstanter Temperaturkoeffizient — ge- A t 
funden. (Qi schwankte zwischen 1.8 ninoennig~itelic er pects een 

‘ (untere Kurve, bei verschiedener Tem 
ind 2,1, siehe die Kurve in Abb. 61.) peratur. 





Abb. 6 Permeabilitétskonstanten fii 


1 Der Koeffizient liegt bei niedrigen Temperaturen am hochsten. 
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Die gefundenen Temperaturkoetfizienten machen es in Ubereinstimm 
mit den erwahnten Untersuchungen (5), (6) wahrscheinlich, daB chemi 
Prozesse ftir die Permeahbilitatsgeschwindigkeit von entscheidender 
deutung sind. Die Konstanz des Quotienten lat fernerhin annehmen, 
es sich im Bereich der Temperatur von 0 bis 37° um dieselben chemisi 
Vorgange handelt. 

Endlich ist der KinfliB’B der Wasse rstoffionenkonzevtration ein bedeutur 
voller Faktor fiir die Permeabilitiitsgeschwindigkeit. Wenn die Dur 
dringungsgeschwindigkeit eines nicht neutralen Stoffes untersucht wird 
wird die Eichung der Kurve schwierig, und man wird nicht erwarten kom 
dab das Fick sche Gesetzanwendbar ist. Die verainderte Dissoziation des Ha: 
vlobins beemfluBt das Volumen. AuBerdem wird die Sauerstoffsattion 
beemfluBt werden kénnen und bei saurer Reaktion geringer werden. Li 
vorausgehender  Sattigung der Blutkérperchensuspension mit — reinen 
Sauerstoff wird allerdings dieser letzte Faktor von geringerer Bedeutu 
sein. Das pq hat aber auch einen unmittelbaren EimfluB auf die Pe 
meabilitatsgeschwindigkeit verschiedener Stoffe. 

Schovheider (6) hat so gezeigt, daB Malonamid bei saurer Reakkt 
schnell permeiert und bei neutraler und alkalischer Reaktion gleiche lang 
samere Durchdringungsgeschwindigkeit hat. 


Ich habe gefunden, daB Glycerin viel langsamer bei saurer als by 
neutraler und alkalischer Reaktion permeiert. Die Permeabilitaét vor 
Thioharnstoff wird dagegen durch Anderung der H-lonenkonzentratioy 
nicht beeinfluBt. 


Fabelle Il. Permeabilitatsgeschwindigkeit des Glycerins bei 
verschiedenem Pu- 





(i 
05 
4 


7] 
nach Minuten 


Pu 5 ac) 0 4.08 0,07 
ti 


Pu 3, ; 0.20 1.50 
Pu 10 ‘oy 0.24 1,25 


In den Arbeiten von Wilbrandt (7), Jacobs (8), Héber und Orskev (9 
und Hoéber und Ulrich (10) wurde nachgewiesen, dab die chemische Strukti 
der untersuchten Stoffe fi die Durehdringungsgeschwindigkeit von aubes 
ordentlicher Bedeutung ist, und die hier vorliegenden Versuche = zeigen. 
daf der Eintlu& der pu-Anderung aut die Permeierung ebenso von de 
Molekiilstruktur in hohem Grade abhangig ist. 


Zusammenfassung. 


Es wird eine Methode angegeben, die es gestattet, auch bei seli 
schnell permeierenden Stoffen die Permeabilitétsgeschwindigkeit fest 
zustellen. 

Das Volumen der roten Blutkérperchen wird fortlaufend photo 
graphisch registriert. 

Wenn es sich nicht um zu schnell permeierende Stoffe handelt, kam 
man die Kurve der Durchsichtigkeitsanderung durch Beimischung vo 
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salzlésungen bekannter Konzentration eichen und die Permeabilitats- 
geschwindigkeit nach dem Fickschen Gesetz als eine Konstante 
ausdriicken. 

Es wird tiber Versuche berichtet, in denen die Volumenanderung 
ler roten Blutkérperchen durch Beimischung von Harnstoff, Propion- 
amid, Glykol und Glycerin untersucht wurde. 

Die Vorteile und Fehlerquellen der Methode werden diskutiert. 

Der EinfluB der Temperaturen auf die Durchdringungsgesch windig- 
keit von Glycerin und Thioharnstoff wurde im Bereich von 0 bis 37° 
untersucht. Der Temperaturkoeffizient (Qo) ist in dem untersuchten 


Bereich relativ konstant (schwankt zwischen 1,8 und 2). 
Die Bedeutung der Wasserstoffionenkonzentration fiir die Per- 
meabilitat des Glycerins wurde nachgewiesen und pu-Anderungen als 


Fehlerquelle werden diskutiert. 
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Untersuchungen iiber den Einflu6B von Kohlensiure und Blei auf 
die Permeabilitét der Blutkérperchen fiir Kalium und Rubidium. 
Von 
Soren L. Orskov. 

(Aus dem Medizinisch-physiologischen Institut der Universitat Kopenhagen 


(Eingegangen am 31, Mai 1935.) 


Haufig ist beobachtet worden, daB Blutkérperchen ihre Salze ver 
lieren, wenn sie in Anelektrolytlésungen suspendiert sind. Dieser Vorgany 
wird als eine Schadigung der Membran gedeutet. In Glucoselésungen 
ist die Auswanderung der Kationen von (Calugareaeu und Henri (1) 
Ege (2), Bang (3) und Bjering (4) und in Acetamid und Lactamid von 
Mond und Hoffmann (5) beobachtet worden. In Ammoniumsalzlésungen 
ist wahrscheinlich dasselbe der Fall. Ich habe oft gesehen, daB es Tag 
dauert, che die Blutkérperchen hamolysieren, wenn die Hamolyse nicht 
schon nach einigen Stunden eingetreten ist. Die Ursache hierfiir ist 
wahrscheinlich ein Austritt der Kaliumionen.  Sonst  schiitzt der 
Klektrolytgehalt der AuBenfliissigkeit gegen Kaliumaustritt. Allerdings 
hat Lottrup (6) gefunden, daB die Elektrolyte der Kaninchenblutkérper- 
chen auswandern, wenn die Tiere durch groBe Wasserzufuhr und maBige 
Theophyllindosen sehr salzarm gemacht werden. Dabei ist der osmotische 
Druck der AuBenfliissigkeit um etwa 30°, vermindert. Er findet weiter- 
hin, daB die Blutkérperchen des Hundes unter denselben Verhaltnissen 
ihre Salze bis zum Entstehen der Hamolyse behalten. 

Bei einigen friiher veréffentlichten Versuchen (7) wurde mehrmals 
beobachtet, dafS die Blutkérperchen in kohlensdurehaltigen Ammonium 
salzlésungen nach ganz kurzer Zeit schnell an Volumen abnahmen 
Die Kohlensaurelésungen wurden dadurch hergestelt, daB man !, mol 
NaHCO, und n/10 HCl in einer Rekordspritze aufsaugte und diese 
Fliissigkeiten nachher mit der Ammoniumsalzlésung vermischte. 

Wurde die Bicarbonatsalzséurelésung anstatt in der Spritze in 
Pipetten abgemessen, so sah man das Schrumpfen nicht. 

Die Spritze muBte also etwas abgeben, das einen Kaliumaustritt 
bewirkt, und nach vielen Versuchen wurde gefunden, daB Blei diese 
Wirkung hat, und daB der Stempel der Spritze 0,1°%, dieser Substanz 
enthielt. Es ist schon aus diesen Versuchen ganz klar, daB Blei in 
winzigen Mengen diese Wirkung haben mub. 

Es zeigte sich auch bald, daB die Wirkung von Blei auf den Kalium- 
austritt der Blutkérperchen ebenso von Kohlenséure beeinfluBt wird, wie 
die Permeationsgeschwindigkeit der Ammoniumsalze (7) (8). Es gab 
also hier eine Méglichkeit, den EinfluB der Kohlensaure auf die Kationen- 
permeabilitét erneut in eingehenden Versuchen tiber den Kaliumaustritt 
aus den Blutkérperchen zu_priifen. 
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Methode und Berechnung. 


Die Methode zur photometrischen Bestimmung der Volumenanderungen 
nd zur Eichung der so gewonnenen Kurven wurde friiher eingehend be 
ini, -chrieben (9). Dabei wurde gefunden, daB man zweckmaBig die Zeit angibt. 

die der Austritt von 10% des Kaliums der Blutkérperchen benétigt. (Dies 
entspricht einem Volumen der Blutkérperchen, das vorhanden ist, wenn 
der osmotische Druck der AuBenfliissigkeit um 11% vergréBert wird.) 
Die wichtigsten Resultate wurden auch mit Hamatokritvolumenbestimmun- 
ven nachgepriift, und das ausgetretene Kalium mehrmals mit der Methode 
von Kramer-Tisdall (11) bestimmt. 
el Unsere erste Frage ist: Wieviel Blei mupi in der Lésung sein, damit das 
ing Kalium aus den Blutkérperchen permeieren kann? Bei der Untersuchung 
yen wird folgendermaBen vorgegangen: Zuerst wird eine Blutkérperchen 
| suspension im GlasgefaB zwischen Lichtquelle und Photozelle hergestellt. 
: Die Suspension besteht aus 0,3 cem defibriniertem Kaninchenblut in 
= 1°, NaCl, dem gleichzeitig so viel 0,5 mol. NaHCO, und n/l0 HCl mittels 
Glasspritze zugefiigt ist, daB die Losung 0,0072 mol. HCO, enthalt und 
ein px von 7,2 hat. Wird nun das Volumen der Blutkérperchen photo- 
graphisch registriert, so sieht man, das es erst ansteigt. wahrscheinlich, wei! 
zwischen monovalenten Anionen der AuBenfliissigkeit ein Austausch mit 
di- und trivalenten Anionen der Blutkérperchen stattfindet. Nach einige: 
Zeit wird das Volumen konstant, aber nur fiir wenige Minuten, dann wird 
es ganz langsam kleiner. Die Ursache hierfiir ist wahrscheinlich, daB das 
verwendete GefaB Blei abgibt. So wurde mehrmals bemerkt, daB die Blut 
kérperchen in GefaéSen, die niemals zu Bleiversuchen verwendet waren, an 
Volumen abnahmen, wenn Kohlensaéure anwesend war. Wird aber die Blut 


auf 


kérperchensuspension einige Male erneuert. so wird die Volumenabnahme 
immer langsamer. In einem solehen Versuch waren nach 50 Minuten 3,7°, 
des Kaliums ausgetreten. Hier liegt zweifellos eine ernste Fehlerquelle fir 
Blutkérperchenvolumenbestimmungen vor. 

Dafi es wirklich Blei ist, welches die Volumenabnahme verursacht, 
sieht man an der Wirkung von kleinen Phosphatmengen, die durch Auf 
hebung der Bleiwirkung die Volumenabnahme verhindern. 

In Tabelle 1 sieht man die Bedeutung der Bleikonzentration fiir den 
Kaliumaustritt. 


Tabelle I. Einflu8 verschiedener Bleikonzentrationen auf den 
Kaliumaustritt aus Kaninchenblutkérperchen. 
Die Suspensionsfliissigkeit ist 1°95 an NaCl und 0,07 n HCO,. 





‘ P 00 cali aus : . 0%, Ke austritt 
Bleikonzentration 10/9 Kaliumaustritt Bleikonzentration I Kaliamaustri 
in Molen dauert in Sek. ta Molen dauert in Sek 
° nach Bleizusatz ; nach Bleizusatz 


4.105 20 2.106 136 
2.10°5 28 10-6 400 

10° 38 2.10" 1720 
4.10°6 64 





Schon wenn die Lésung 2. 10>‘ mol. Pb enthalt, sieht man, daB die 
Blutkérperchen relativ schnell schrumpfen, und bei gréB8eren Konzentra 
tionen wird diese Wirkung immer deutlicher. 

In verschiedener Weise kann man sich davon tiberzeugen, dai aus den 
erhaltenen Kurven sowohl ein Schrumpfen als auch ein Austritt von Kalium 
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zu ersehen ist. Das Volumen der Blutkérperchen hat in einem derartigy 
Versuch stark abgenommen. Haufig wurde durch gleichzeitige Hamatokr 
bestimmungen eine Volumenabnahme von 40% 10 Minuten nach de; 
Zusatz von Blei gefunden. Zu diesem Zeitpunkt ist die Resistenz der Blut 
kOrperchen eine viel gr6Bere als normal; noch in 0,1° igem NaCl ist die Ham 
lyse nicht vollstandig, was sonst bei Kaninchenblutkérperchen in 0,4% iger 
NaCl der Fall ist. SchlieBlich laBt sich durch Kaliumanalysen nachweise) 
daB der gr6Bte Teil des Kaliums der Blutkérperchen austritt. In eine 
Versuch wurde z. B. gefunden, dap 22 Minuten nach dem Zusatz von Bl 
nur ein Siebentel des Kaliums der Blutkérpe rchen zurtickgeblieben ist. 

Das Schrumpfen der Blutkérperchen kann also nur durch Kaliun 
austritt erklart werden. Die Versuche zeigen auch, daB die Membran durc} 
Blei und Kohlensaure fiir Natrium nicht permeabel gemacht wird. 

Untersuchen wir nun, mit welchen Fehlerquellen die Kurven behafte: 
sind, so finden wir, daB diese zum Teil schwer zu beurteilen sind. 

Die Hamolyse in den Versuchen ist besonders zu Beginn ganz geriny 
Dagegen scheint es, als ob die Eichung des Schrumpfens nicht ganz genai 


ist. Denn wenn man die geschrumpften Blutkérperchen im Mikroskop 


betrachtet, so sieht man nur wenige Stechapfelformen. Die Mehrzahl ist 
rund und sehr klein; andere sind gr6Ber, ganz diinn und mit unregelmaBigen 
Randern; und endlich gibt es einige, die unverandert aussehen. 

Werden Kaninchenblutkérperchen in stark hypertonische Lésungen 
(5 bis 10° ) von NaCl gebracht, dann sieht man auch hier nur wenige Stech 
apfelformen; die diinnen Blutkérperchen mit unregelmaBigen Randern sind 
in der Mehrzahl; die sehr kleinen, rtunden sind selten. 

Wegen dieser verschiedenen Formen ist die Eichung mit NaCl dann 
sicherlich grob, wenn man héhere Salzkonzentrationen benutzt. 

In diesen Versuchen, wo wir meistens Volumenanderungen von nui 
5°, benutzen, ist die Genauigkeit aber geniigend. 


Die Bedeutung der Kohlensaure. 


Nachdem die Wirkung von Blei auf den Kaliumaustritt festgestellt 
war, sollte die Bedeutung der Kohlensaure fiir diesen ProzeB untersucht 
werden. 


Die Blutkérperchen werden in 1°,igem NaCl mit verschiedenen 
NaHCO,-Mengen bei pu 7,2 suspendiert, und die Zeit wird angegeben 
in der 10% des Kaliums der Blutkérperchen ausgetreten sind, nachdem 
so viel Bleichlorid zugefiigt ist, daB der Gehalt der Suspension 
m/100 000 ist. 


Aus Tabelle I] sieht man, dali die Wirkung der Kohlensaure ein: 
sehr groBe ist, ganz vergleichbar mit der Wirkung auf die Permeabilitat 
von Ammoniumionen (7) (8) und wahrscheinlich derselben Kurv: 
folgend. 


Wenn man von 0,00045n NaHCO, zu 0,014 n ansteigt, geschieht 
der Kaliumaustritt 20mal so schnell. 
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Tabelle Il. EinfluB der Kohlensaurekonzentration auf den 
Kaliumaustritt in l°jigem NaCl, 107° mol. Blei, py 7,2. 





10°%/, Kaliumaustritt 10°/, Kalinmaustritt 
nHCO, in Sek. n HCO; in Sek. 
nach Bleizusatz nach Bleizusatz 


0,000 45 790 0,0036 141 
0,060 9 400 0,007 1 47 
0,001 8 220 0,0143 41 





Die Bedeutung des py fir den Kaliumaustritt. 

Auf die Permeierungsgeschwindigkeit der Ammoniumionen hat das 
py einen nur geringen EinfluB (7). Dagegen wurde fiir Kalium ein 
deutliches Optimum nach der Seite der sauren Reaktion hin gefunden. 
In Tabelle III sind die entsprechenden Versuche zusammengestelt. 
Die Blutkérperchen werden in einer sauren Lésung suspendiert, die 
1°) NaCl, 10-° mol. Blei und 0,007 n HCO, enthalt; auBerdem wird . 
vor dem Versuch so viel HCl hinzugefiigt, daB die in Tabelle II] mit- 
geteilten pxu-Werte erhalten werden. Das px wird nach den Versuchen 
mit Wulffs Indikatorfolien bestimmt. 


Tabelle II]. Eintlu8 des py auf die Kohlensaure-Bleiwirkung. 


Die Suspensionsfliissigkeit enthalt 1°, NaCl, 0,007 n HCO, und 107° mol. 
Blet. 





10 9/, Kaliumaustritt 10 °/) Kaliumaustritt 


Pu in Sek. in Sek. 
nach Bleizusatz nach Bleizusatz 


6,1 82 33 
6,3 59 41 
6,45 28 é 115 
6,6 33 ; 830 





Das pu-Optimum liegt zwischen pu 6,3 bis 6,6. Wir werden spater 
(lieses Resultat naher diskutieren. 


Ist die Wirkung von Blet und Kohlensdure fiir dic Kaliumauswanderung 
spezifisch * 

Fir die Ammoniumionen wurde gefunden, dag von den unter- 
suchten Saéuren nur die Kohlenséure férdernd auf die Permeierungs- 
veschwindigkeit wirkte. In ahnlicher Weise wurde untersucht, ob 
indere [onen, Kationen und Anionen sowie Anelektrolyte eine Wirkung 
iuf den Kaliumaustritt haben und weiterhin, ob sie eventuell die Blei- 
Kohlenséurewirkung verhindern oder verlangsamen kénnen. 

Die Versuche wurden bei pu 7,2 und bei einer 0,007 n HCO,- 
Konzentration vorgenommen. Die Konzentration der zu untersuchenden 
Verbindungen ist eine verschiedene, teils weil einige die Kohlensaure 
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binden oder an sich wenig léslich sind, teils weil die Wirkung einige; 
Anionen so kraftig ist, daB eine geringe Konzentration einen deutlich 
Keffekt gibt. 

Die Versuche wurden an Kaninchenblutkérperchen desselben Tieres 
ausgefiihrt; sie dauerten natiirlich mehrere Tage. 

Da so viele Faktoren konstant gehalten werden miissen, ist es wo}! 
nicht erstaunlich, daB die Zeiten fiir den Kaliumaustritt ziemlic! 
schwankend sind. So wurden mit NaCl-Lésung als Suspensionsfliissigke it 
an verschiedenen Tagen fir 10°, Kaliumaustritt 64, 98, 103 und 
72 Sekunden, im Mittel also 84 Sekunden gefunden. Man muB als 
grobe Abweichungen finden, um eine Anderung im Kaliumaustritt fest 
stellen zu k6énnen. 

Versuche mit verschiedenen Kationen und Anelektrolyten, 

In diesen Versuchen werden die Blutkérperchen in der bicarbonat 
haltigen Fliissigkeit, die gleichzeitig die zu untersuchenden Kationen 
oder Anelektrolyte enthalt, im GefaiB suspendiert und der Kurven 
verlauf, bevor die Bleilésung zugespritzt wird, 10 Minuten photographisc! 
registriert, um zu sehen, ob eine dem Blei entsprechende Wirkung 
vorhanden ist. Danach wird die hemmende oder férdernde Wirkung 
auf den durch Blei erzeugten Kaliumaustritt verfolgt. 


Die Wirkung von Anelektrolyten. 

In diesen Versuchen wurde festgestellt, daB die bicarbonathaltig: 
Suspensionsfliissigkeit. die mit Riicksicht auf die untersuchten An 
elektrolyte 0,013 mol. war, keinen EinfluB auf das Volumen der Blut 
kérperchen in den ersten 10 Minuten hatte, und Tabelle IV zeigt, dat 
die Wirkung des Bleies nicht verandert wird. 


Tabelle IV. Die Wirkung einiger Anelektrolyte auf den Kalium 
austritt. px 7,2. 
Die Suspensionsfliissigkeit enthalt 1% NaCl, 0,007 n HCO, und 107° mo! 
Blei sowie die entsprechenden Anelektrolyte in einer Konzentration vor 
0,013 mol. 





10 °/o Kaliumaustritt 10 °/, Kaliumanstritt 
in Sek. in Sek. 
nach Bleizusatz nach Bleizusatz 


Kontrolle ... . 67 + Glueose. .. 67 
+ Harnstoff . . . 61 + Kreatinin. . 67 

Athylurethan . 54 + Glykokoll . . 67 
t Athylalkohol A 61 





Die Wirkung der Kationen. 


Bei den Versuchen mit Kationen enthielt die Suspensionsfliissigke it 


1°, NaCl, 0,007 n HCO, und 0,0015 n der betreffenden Kationen. (Kin 
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groBer Teil der zugefiigten Kationen wird aber als Carbonat ausgefallt ; 
lies gut besonders fiir die schweren Metalle.) 

Auch hier wurde das Blei erst nach 10 Minuten hinzugefiigt und die 
Volumenénderung beobachtet. Nur fiir Quecksiiber findet man eine 
Wirkung, die von einer ganz anderen Art ist als die des Bleies. Blei 
andert nur die Permeabilitat fiir Kalium und Rubidium. 

Bei 0.0015 n Quecksilber steigt das Volumen der Erythrocyten 
und nach wenigen Minuten ist eine erhebliche Hamolyse eingetreten. 
In Hiimatokritversuchen konnte gezeigt werden, dai das Volumen 
wirklich zunimmt. Noch in einer 0.000015 n Quecksilberlésung ist 
diese Zunahme sichtbar. Bei naherer Untersuchung sieht man aber, daB 
es sich um eine generelle Permeabilitétsénderung handelt. Nicht nur 
Natrium und Kalium kénnen durch die Blutkérperchenmembran 
permeieren, sondern auch Glucose, und die Permeabilitét ist in viel 
yeringerem Grade von der Kohlenséure abhangig als bei Kinwirkung 
von Blei. 

Man kann also feststellen, daB Blei spezifisch auf,den Kaliumaustritt 
aus den Blutkérperchen einwirkt. 

Die untersuchten Kationen férdern die Bleiwirkung nicht, dagegen 
konnen einige hemmend wirken. Vielleicht bedeutet diese Hemmung 
iber nur, daB Blei an die ausgefallten Carbonate gebunden wird. 

Wenn man KC! statt NaC] in der AuBenflitssigkeit benutzt, sollte 
man statt einer Volumenabnahme eine Volumenzunahme erwarten. 
von dem kolloidosmotischen Druck des Hamoglobins bedingt. Dieser 
Druck ist aber so klein, daBb die Quellung der Blutkérperchen auBer- 
rdentlich langsam vor sich geht. 


labelle V. Die Wirkung von Kationen auf den Kaliumaustritt. 
47,2. Die AuBenfliissigkeit enthalt 1% NaCl, 0,007 n HCO,, 107° mol. Pb 
und 0,0015 n der entsprechenden Kationen. 





10 °/) Kaliumaustritt 10 %/y Kaliumaustritt 
aus den Blutkiérperchen aus den Blutkérperchen 
in Sek. nach Bleizusatz in Sek. nach Bleizusatz 


Natriumchlorid 68 ee 120 
Pic ss 55 46 

| 53 ae 270 
+ Ca ge 46 : ; 62 
i ee 70 . . | Nieht nur K, sondern auch 
i ee 108 Na permeiert, die Blut- 
a ae 193 kOrperchen quellen und 
WA ks 132 hamolysieren 


HOR 6a: AVG 360 





Die Wirkung von Anionen wurde hauptsaéchlich untersucht, um 
‘estzustellen, daB Kohlensaure spezifisch auf den Kaliumaustritt wirkt. 
lie Suspensionsfliissigkeit enthielt teils 0,15n Na-Salze der ent- 
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sprechenden Sauren, teils 1°, NaCl und 0,006 n der Sauren bei px 
(kohlensaéurefreie Lésungen). 

Das Blei wird sofort zugefiigt und die ersten 10 Minuten nac! 
Blutzusatz der Kurvenverlauf verfolgt, um zu sehen, ob die Anione 
einen Kaliumaustritt bewirken. Keines von den in Tabelle VI an 
gefiihrten Anionen zeigt eine solche Wirkung. Es kann also gefolger 
werden, daB die Kohlensdure eine spezifische Wirkung auf den Kaliuy 
austritt hat. Nach 10 Minuten wird so viel m/2 NaHCO, und n 10 H(\ 
gleichzeitig mit der Blutkérperchensuspension gemischt, daB die Lésung 
0,014 n HCO, enthalt und px 7,2 beibehalten wird. Dadurch kann man 
feststellen, ob die verschiedenen Saéuren einen Einflu®B auf den von 
Blei + Kohlensaiure bewirkten Kaliumaustritt haben. 

In Tabelle VI sind die Zeiten fiir 10°, Kaliumaustritt aus den Blut 
korperchen in 1°% ig -m NaCl und 0,006n Lésungen der verschiedenen 
Sauren angegeben. Einige der Séuren verhindern den Kaliumaustritt 
vollkommen und wurden deshalb auch in kleineren Konzentrationen 
untersucht. Solche Sauren sind Phosphorséure, Chromsiure, Oxalsiur 
und Citronensaure. Es ist wahrscheinlich, daB diese Wirkung dure! 
Fallung des Bleies verursacht wird: denn die Léslichkeitsprodukte de: 
entsprechenden Sauren sind klein und fiir die am starksten wirkenden 
Sauren, Phosphorséure und Chromsaure, besonders klein. 


Tabelle VI. Die Wirkung von Anionen auf den Kaliumaustritt 
Pu 7,2. Die Auenfliissigkeit enthalt 1% NaCl. 10-5 mol. Pb und ist 
0,006 n an den entsprechenden Sauren. 





10°, Kaliumaustritt aus den Blutkérperchen in Sek 
nach Hinzufiigen von Kohlens&ure 


SLs tA ee ee 82 

RMA gs oe Oe 117 

\ eee 59 

NOg . ® . . . . . 57 

ot! rae 85 

aac lat el ie Sauer ni 59 

SCN... he: 51 

H,PO,. . a Kein Kaliumaustritt, erst bei n 0,000 013 210 Sek. 
ED. 08S ee Kein Kaliumaustritt 
‘eee ee 138 

Pormist . . 6... 280 

Propionat ..... 210 

Baeeomet . . . . 88 

oda ea a 230 

Laktat BE rey Ceres 138 

i Se eee Kein Kaliumaustritt, bei n 0,0015 220 Sek. 
NG sg rss - * » n0,0006 210 , 


Deswegen kann die hemmende Wirkung der niedrigen Fettsauren 
nicht durch Fallung des Bleies erklirt werden. Vielleicht liegt di 
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Ursache in der Bildung komplexer Verbindungen mit Blei. Es ist aber 
auch méglich, daB es sich um eine Wirkung auf die Kationenpermeabilitat 
handelt, obwohl eine soleche Wirkung auf die Permeabilitat der Ammo- 
niumionen nicht vorhanden ist. 


Die Wirkung von Blei auf in Serum suspendierte Blutkérperchen, 

Nachdem festgestellt war, da Phosphorsaure die Bleiwirkung noch 
in 0.00015 n Lésungen aufhebt, sollte man auch im Serum keine Wirkung 
erwarten, denn dort ist der Phosphorsauregehalt wesentlich gréBer. Es 
tritt aber trotzdem eine Wirkung auf, vielleicht weil das Léslichkeits- 
produkt von Bleiphosphat im Serum gréBer ist als in NaCl. Der 
Kaliumaustritt geschieht jedoch bei derselben Bleikonzentration lang- 
samer als in NaCl, wahrscheinlich weil Blei im Serum gebunden wird. 

Tabelle VII zeigt, daB der Kaliumaustritt schnell vor sich geht, 
wenn die Bleikonzentration 10-4 mol. ist. 


Tabelle VII. Serum + Blei. py 7.4. 


Das Serum enthalt 10-*mol. Blei, nach 10 Minuten 3% Kaliumaustritt. 
Das Serum enthalt 10-4 mol. Blei, nach 192 Sekunden 10% Kaliumaustritt. 


Die Wirkung von Blei und Kohlensdure auf die Blutkérperchen verschiedener 
Tiere. 

Die bisher mitgeteilten Versuche sind alle an Kaninchenblut- 
kérperchen gemacht. Untersucht man die Wirkung auf Blutkérperchen 
von anderen Tieren, so macht man cine sehr interessante Beobachtung. 
Man bekommt namlich den schnellsten Kaliumaustritt von den Blut- 
korperchen, die die ,,gr6Bten Membranporen™ haben und bei Tieren mit 
.kleinen Poren™ tritt Kalium tiberhaupt nicht aus. 

In Tabelle VIII sieht man, dafs Blei keinen Kaliumaustritt aus den 
Blutkérperchen von Kalb, Hund und Ziege verursacht. Die Blut- 


Tabelle VIII. Permeierungsgeschwindigkeit von Kalium, NH{ 
und Glycerin. 
Konstante! nach dem Fickschen Gesetz fiir die Permeierungs- 
geschwindigkeit von NH} und Glycerin berechnet. 





10 9/, Kaliumaustritt aus den 


Blutkirperchen in Sek. Glycerin 


Kaninechen . ny 65 3, 2: 
MOMG< 66606 Go Ss 135 3,8 3, 
OS ee 173 1, 


: 7 

Mapee . 4... Kalium tritt nicht aus - 0.08 
MeO cs ce es . re . “ S 0.035 
ek on 3 er ‘ “ 0.04 


* Die Blutkérperchen von Hund, Ziege und Kalb enthalten tibrigens auch viel Natrium. 


* Je gréBer die Konstante, desto schneller die Permeierung. 
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kérperchen dieser Tiere sind auch am schwersten permeabe! 
Ammoniumionen (dieser Befund ist aber nur deutlich, wenn man 1 
kleinen Bicarbonatkonzentrationen, also emer maBigen Permeieruny 
geschwindigkeit arbeitet) und Glycerin. 

H. Gertz und Mond (5) haben gezeigt, daB Erythrit und Sulfation 
langsamer durch die Blutkérperchenmembran von Kalb und Ziez 
permeieren als durch die Membran von Men-chenblutkérperch: 
Dieser Befund ist wohl in der gleichen Weise zu deuten. Die Versuc! 
machen wahrscheinlich, daB die Poren in schwer permeablen Blu: 


kérperchen so klein sind, daB Kaliumionen nicht die Membran yp 


meieren kénnen. 


Wirkt Blei nur aut die Permeierungsgeschurndiqkeit von Kalium ? 

Schon bei den Versuchen mit verschiedenen Kationen gab es eu 
Moglichkeit, eine veranderte Permeabilitat fiir die untersuchten Kation: 
zu finden. Dem Schrumpfen durch Kaliumaustritt kénnte eine Volume: 
zunahme durch Aufnahme von Kationen der AuBenfliissigkeit folge: 
Dies wurde niemals beobachtet: allerdings wurde der Volumenverlau! 
im allgemeinen nicht iiber langere Zeit hin verfolgt. Fir Natrium 
aber sicher, da die Permeabilitat durch Blei und Kohlensaure nic)it 
wesentlich gesteigert wird: und. Natrium hat ein kleineres Molekii 
volumen als die meisten der untersuchten Kationen. 

Auf kleinere Molekiile als Kalium-, Ammonium- und Aminionen. hat 
Blei keinen EinfluB. Die Wirkung der Kohlenséure wird durch Bi: 
nicht gesteigert und auf die Permeabilitaét von Glycerin haben Kohle: 
saure und Blei auch keinen Einflu8. 

Weiter wurde untersucht, ob Blei und Kohlenséure die Permeabilita: 
von Rubidium beeinflussen. Rubidium ist ein Metall, das dem Kaliun 
nahe. verwandt ist. Wegen der Kostspieligkeit des Rubidiums wurde: 
dazu Haématokritversuche benutzt. Wenn die Versuche bei normale: 
Blut-px ausgefiihrt werden, bekommt man in isotonischen Lésungen vor 
Rubidium nach Zusatz von Bicarbonat und Blei eine Volumenabnahm: 
der Blutkérperchen (Kaninchen) durch Kaliumaustritt. Werden abe 
die Versuche bei einem px von etwa 7,9 gemacht, so hat Bicarbonat 
keinen EinfluB auf das Volumen. dagegen bewirken Bicarbonat und 


Tabelle IX. Die Kohlensaéure-Bleiwirkung auf die Rubidiun 
permeabilitat. 


ixotonische Rubidiumchlorid!6sung mit 0,015n HCO,. px 7,9. 





. . Volumen Wats % "a Volumen 
Zeit in Min. der Blutkérperchen Shee eer der Blutkérperchen 
413 45 
4? 49.5, Spater Hamols Se 
41 - Blei hlorid 
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lei eine Volumenzunahme mit spaterer Haémolyse. Dies kann nur 
durch Eindringen von Rubidium erklart werden. 
Wenn die Rubidiumchloridlésung 0,002 mol. H,PO, enthalt, so 
wird auch hier die Bleiwirkung ganz unterdriickt. 
Die Versuche zeigen, dafi Kohlenséure und Blei auch auf die 
Permeabilitat des Rubidiums wirken, und daB Kalium und Rubidium 
nicht dasselbe pu-Intervall fiir die Permeierung haben. 


Diskussion. 

In zwei friiheren Arbeiten wurde festgestellt, daB Kohlensaéure iiber 
cin breites pxu-Intervall die Permeierungsgeschwindigkeit von Ammonium- 
und Aminsalzen durch die Blutkérperchenmembran auBerordentlich 
fordert. Versuche verschiedener Art zeigten, da es sich um eine 
Férderung der Kationenpermeierung handeln muB. In der vorliegenden 
Untersuchung wird gezeigt, das auch die Permeabilitét der Membran 
fir Kalium- und Rubidiumionen durch Kohlensaéure in gleichem MaBe 
beeinfluBbar ist. Freilich kann eine solehe Férderung der Membran- 
permeabilitat fiir Kalium und Rubidium nur gefunden werden, wenn 
Blei in winzigen Spuren vorhanden ist. Eine Konzentration von 


ist geniige 
25 000000 ISt geniigend. 
Die Blutkérperchenmembran wird natiirlich hierdurch verandert. 


Die kleine Bleikonzentration kann aber keine EiweiBfallung verursachen 
und andere schwere Metalle, in weit gr6Beren Konzentrationen, andern 
die Permeabilitét nicht. Wahrscheinlich wird das Blei spezifisch an 
irgendeine Substanz der Blutkérperchenmembran gebunden, und 
dadurch eine spezifische Férderung der Membranpermeabilitat fiir die 
verwandten Kalium- und Rubidiumionen erzeugt. 

In Verbindung mit den Ammonium- und Aminversuchen wurde 
erértert, daB Ammonium und Amin auch wirklich als Ion durch die 
Blutkérperchenmembran dringen. Kalium und Rubidium permeieren 
zweifellos als Ionen die Membran und es ist sehr wahrscheinlich, daB 
Kohlensaure die Permeierung einer ganzen Reihe von Kationen férdert: 
Ammonium-, Amin-, Kalium- und Rubidiumionen. Es ist auffallend, 
daB diese Kationen die kleinsten sind. Die Versuche von Michaelis (14) 
haben gezeigt, daB Ammonium leichter als Kalium und dieses wieder 
leichter als Natrium durch die Kollodiummembranen permeiert. 

Die Ursache, daB Kohlenséure nur bei Anwesenheit von Blei eine 
Permeierung von Kalium und Rubidium verursacht, ist wohl das grobe 
Volumen dieser Ionen. 

Die Versuche mit Blut von verschiedenen Tierarten zeigen, dab 
bei engporigen Membranen der Blutkérperchen Blei und Kohlensadure 
keine Kaliumpermeabilitat erzeugen kénnen. 

Aus den Untersuchungen von Jacobs (12), Wailbrandt (13), Héber 
und @rskov (10) geht hervor, daB es auBerordentlich gefahrlich ist, aus 


i7* 
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der Permeierungsgeschwindigkeit eines Molekiils auf die Permeierung 
geschwindigkeit eines anderen gréBeren oder kleineren Molekiils z) 
schlieBen, da der Aufbau des Molekils fiir die Geschwindigkeit v: 
grober Bedeutung ist. Dies geht auch aus den Versuchen mit Rubidiw 
hervor. Obwohl es sehr nahe mit den Kaliumionen verwandt ist. h 
es ein anderes px-Optimum fur die Permeierung der Kaninchenblut 
korperchenmembran, als es fir Kaliumionen gefunden wurde. Wahi: 
scheinlich ist aber, daB die GréBe der Poren fiir die Permeabilitat di 
Kationen von grober Wichtigkeit ist. Dann muB man folgern, daB da 
kleinste, die Kollodiummembranen am schnellsten permeierend: 
Kation, das H-lon, jedenfalls bei Anwesenheit von Kohlensaure, auc! 
durch die Blutkérperchenmembran wandern kann. Dies ist allerding 
schwer experimentell zu priifen, weil die H-lonenkonzentration s« 
niedrig ist und andere Jonen eine Anderung des pu herbeifiihren kénnen 
(OH- und Auswechslung von CO, und HCQ;.) 

Nach Alichaelis (14) ist eine dichte Kollodiummembran nur kationen 
permeabel, weil die Membran negativ geladen ist. Nach Hoffmann und 
Mond (16) ist eine Kolloidiummembran mit eingelagerten basischen Farb 
stoffen, durch die positive Ladung der Membran, anionenpermeabel. Nun 
haben die Blutkérperchen eine negative elektrische Ladung und in Uberein 
stimmung mit meinen Versuchen ware also zu erwarten, da die Mem 
branen fiir Kationen permeabel sind. Mit dieser Anschauung stehen wir im 
Gegensatz zu anderen Untersuchern. Die negative Ladung der Blutkérper 
chen braucht aber nach den Versuchen von Héber (15) nicht zu bedeuten. 
daB die ganze Membran negativ elektrisch ist. Eine Membran, die teils aus 
Kollodium, teils aus Kollodium mit basischem Farbstoff zusammengesetzt 
ist, nimmt ein Zwischenpotential an. 

Wenn die Blutkérperchenmembran eine derartige Struktur hat, so 
sind die negativ elektrischen Teile durchlassig fiir Kationen, und die 
positiv elektrischen Teile durchlassig fiir Anionen. Diese Annahmi 
erklart aber nicht die Tatsache, daB Kohlenséure und Blei die Kationen 


permeabilitat férdern. Es ware méglich, daB sie eine Ladungsénderung 


oder aber eme Strukturaénderung bewirken. 


Zusammenfassung. 

Kine in friiheren Arbeiten beschriebene férdernde Wirkung von 
Kohlenséure auf die Permeierungsgeschwindigkeit von Amin- und 
Ammoniumionen durch die Blutkérperchenmembran wird auch fii 
Kalium- und Rubidiumionen gefunden, wenn Blei in winzigen Kon 
zentrationen (bis ! 5; 999999) in der Aubenflissigkeit vorhanden ist. 

Das pu-Optimum fiir die Blei-Kohlenséurewirkung liegt zwischen 
pu 6,3 und 6,6. 

Die Bedeutung von Blei als Fehlerquelle bei Volumenbestimmunge1 
der Blutkérperchen wird naher untersucht. 

Der Kaliumaustritt aus den Blutkérperchen durch die Kohlensaur 
Bleiwirkung geht sehr schnell vor sich. Nach Ablauf von 10 Minute? 
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innen ® , des Kaliums der Blutkérperchen ausgetreten und die Blut- 
korperchen um 40°, geschrumpft sein. Gleichzeitig ist die Resistenz der 
blutkérperchen in hypotonischen Lésungen erheblich gestiegen. 

Kohlensaure ist die einzige Saure, und Blei das einzige der unter- 
suchten Metalle, die die Permeabilitat der Membran fiir Kalium férdern. 

Die Permeabilitat der Membran fiir Glycerin wird durch Blei und 
Kohlensaure nicht veréndert. Auch die Permeabilitat fiir Ammonium- 
onen in kohlensaurehaltiger L6sung wird durch Blei nicht mehr weiter 
verstarkt. 

Quecksilber bewirkt in ziemlich groben Konzentrationen auch 
einen Kaliumaustritt aus den Kaninchenblutkérperchen. Gleichzeitig 
wird aber auch die Permeabilitat fiir viele andere Substanzen, wie 
Glucose, Natrium u. a.m. geférdert. Das bedeutet also, daB eine sehr 
tiefgreifende Veranderung der Membran eingetreten ist. Fir eine solche 
Permeabilitétsinderung ist Anwesenheit von Kohlenséiure nicht not- 
wendig. 

Die Bleiwirkung wird durch die Anionen einiger Saéuren, wahr- 
scheinlich durch eine Ausfallung des Bleies gehemmt oder aufgehoben. 
Die meisten Versuche wurden mit Kaninchenblutkérperchen gemacht. 
Blutkérperchen von Menschen und Ratten verhalten sich ebenso wie 
Kaninchenblutkérperchen, wahrend man aus den Blutkérperchen von 
Hund, Ziege und Kalb keinen Kaliumaustritt findet. Die letzteren sind 
langsam permeabel fiir Glycerin und NH, und der fehlende Kalium- 
austritt wird durch kleine Membranporen erklart. 

Es ist anzunehmen, da die Blutkérperchen, wenn Kohlensaure in 
der AuBenfliissigkeit vorhanden ist, fiir die kleinen Kationen, wie H 
NH, und Amine permeabel sind, und daB die PorengréBbe von grober 
Bedeutung fiir die Permeabilitat der Kationen ist. 
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Uber den Mechanismus der Vergirung des Dioxyacetons. 
Von 
Artturi I. Virtanen. 


(Aus dem Laboratorium der Butterexportgesellschaft Valio m. b. H., 
Helsinki.) 


(Eingegangen am 1. Juni 1945.) 
qegan 


Jiingst hat Lehmann (1) die SchluBfolgerung von Jwasaki (2) 
und von Neuberg und Kobel (3) beziiglich des Garungsmechanismus 
des Dioxyacetons bestatigt, wonach das Dioxyaceton tiber Hexosedi 
phosphat vergoren wird. Nach dem vorliegenden Tatsachenmateria! 
gibt es keine Veranlassung, die Richtigkeit dieser Angaben zu_ by 
zweifeln, insofern es sich um die von Saccharomyces Ludwigii hervor 
gerufene Vergarung des Dioxyacetons handelt. Es scheint jedoc! 
Lehmann entgangen zu sein, daB es biologische Agenzien gibt, welch: 
das Dioxyaceton voéllig anders vergaren, und dafs somit die von ihm 
befiirwortete Vergarungsform des Dioxyacetons nicht allgemein 
giiltig ist. 

Zusammen mit Karstrém und Turpeinen (4) habe ich schon im 
Jahre 1929 experimentell bewiesen, daB das Dioxyaceton von Bacterium 
coli direkt vergoren wird, wobei zuerst eine Phosphorylierung stattfindet! 
In dieser Mitteilung wurde eindeutig gezeigt, daB das Dioxyaceton 
gemaB folgender Gieichung: 2 CH,OH.CO.CH,OH eens 
CH,OH.CHOH.CH,OH + CH,OH.CHOH .CO,H zu Glycerin und 
Glycerinséure dismutiert wird. Da die Glycerinsaure (6) —- und zwar woh! 
iiber die Brenztraubensaéure, wie in unserem Laboratorium spater (5) fest 
gestellt ist — weiter zu Essig- und Ameisensaéure gespalten wird, findet 
die Entstehung der letztgenannten Saure ihre plausible Erklaérung 

Die Vergarung des Dioxyacetons durch B. coli stellt ibrigens den 
ersten Fall dar, bei dem der Gaérungsmechanismus eines Zuckers (eine! 
Triose) vom Anfang bis zum Ende klargelegt worden ist. Bei den neuen 
Vorstellungen von Embden und Meyerhof tiber den Chemismus der 
Milchsaurebildung und der alkoholischen Garung wird der Dismutation 
der Dioxyacetonphosphorsiure eine zentrale Stellung zuerkannt. Die 
von uns schon vor Jahren beobachtete, und zwar nach vorangehender 


Phosphorylierung verlaufende Dismutation des Dioxyacetons wird 
merkwiirdigerweise in den Mitteilungen der genannten Forscher nicht 


! Der Unterschied zwischen der Vergaérung des Dioxyacetons durch 
B. coli und Saech. Ludwigii kann wohl darin bestehen, daB das Bakterium 
Dioxyaceton phosphoryliert, und zwar nach einer ,,Gew6hnung", die Hete 
dagegen nicht. 
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erwahnt, offenbar weil wir als biologisches Agens nicht Muskel oder 
Hefe verwendet haben. Es scheint in der Tat so, als ob Muskel und Hefe 
fur manche Forscher als die einzigen annehmbaren biochemischen 
\yvenzien gelten. Da alle wohldefinierten biologischen Agenzien 
wi der Erklarung der biochemischen Prozesse als gleichwertig be- 
trachtet werden miissen, hat die scheidende Kluft zwischen den einer- 
scits mit Muskel und Hefe und andererseits mit Bakterien arbeitenden 
Forschern keine Berechtigung. 

Da die aus Glucose und Dioxyaceton durch B. coli entstehenden 
Garprodukte sowohl qualitativ als quantitativ véllig verschieden sind, 
kamen wir in unserer erwahnten Untersuchung zu der SchluBfolgerung, 
daB die Vergérung von Hexosen nicht tiber Dioxyvaceton verlaufen 
kann. Eine Spaltung des Hexosemolekiils zu Dioxyaceton und Methyl- 
glvoxal sahen wir dagegen damals als méglich an. Mein Mitarbeiter 
J. Tikka hat neulich in unserem Laboratorium eine Arbeit iiber die 
Vergarung von Hexose durch B. coli ausgefiihrt, in welcher der Garungs- 
mechanismus der Glucose im Lichte der Embden-Meyerhofschen Auf- 
fassung geprift wurde. Die erhaltenen Resultate stehen damit im 


. . + . . . . oo . ° 
allgemeinen in Ubereinstimmung, nur die Milchsaiurebildung nicht. Die 


nach der aufgestellten Garungsformel berechneten Mengen Wasserstoff 
sind, wenn der in Gasform frei gemachte Wasserstoff beriicksichtigt 
wird, nicht ausreichend, um die Bildung der Milechsdiure aus der 
Brenztraubensaure zu erklaren. Es ist also méglich, daB ein Teil der 
Milchsaure iiber Methylglyoxal entstanden ist. In der nachfolgenden 
Mitteilung wird J. Tikka iiber die Vergarung von Glucose durch B. coli 
berichten. 
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Uber den Mechanismus der Glucosevergirung durch B. coli. 
Von 
J. Tikka. 
(Aus dem Laboratorium der Butterexportgesellschaft Valio m. b. H.. 
Helsinki.) 


(Eimgegangen am 1, Juni 1935.) 


In den letzten Zeiten sind unsere Kenntnisse vom Chemismus de 
Garungsprozesse fortgeschritten, und zwar geférdert durch die Au 
findung der C,-Phosphorsaureester, der Phosphoglycerinsaure (Nilsson 
1929), der a-Glycerinphosphorsaéure [.Weyerhof und Kiessling (1933. 
und zur gleichen Zeit Embden, siehe Embden und Ickes (1934)} und de 
Triosephosphorsdéure [siehe Lebedew (1934) und Meyerhof und Loi) 
mann (1934), sowie Neuberg und Kobel (1934)]. Dazu kommt noch di 
aiuBerst wichtige Entdeckung der dismutativen Umwandlung der Triose 
und zwar nach Phosphorylierung [ Virtanen, Karstrom und Turpeinen 
(1929)], und der Triosephosphorsaure [.Weyerhof und Lohmann (1934) 
Nachdem Meyerhof als Teilreaktion der Garung die Aufspaltung de1 
Hexosediphosphorsaure zu 2 Mol Dioxyacetonphosphorsaure verifiziert 
hatte, wollte er die zentrale Stellung des Neubergschen Methylglyoxals 
in den Abbauschemen ganz ablehnen; das Auftreten des Ketonaldehyds 
bei der Zuckerspaltung in stark verdiinnten und an Co-Zymase ver- 
armten Hefeextrakt hat er dahin gedeutet, daB diese Substanz rein 
chemisch aus dem primaren, an seiner normalen Dismutation gehin- 
derten Trioseester unter Abspaltung von Phosphorsiaure entsteht. Dic 
Triose, und zwar in phosphorylierter Form, betrachtet er als das erste 
Spaltungsprodukt der Hexosekette. Auch sind die Schwierigkeiten 
inbetreff der energetischen Verhaltnisse, welche die Annahme der Triose 
als eines Spaltungsproduktes der C,-Kette friiher unméglich machten, 
durch die Arbeiten Meyerhofs nunmehr beseitigt. Die Spaltung der 
Hexosediphosphorséure verlauft unter negativer Warmeténung und 


erklart dadurch also die Tatsache, da die intermediareTriosephosphor- 


siure einen gréBeren Energieinhalt aufweist als das Ausgangsmaterial! 

Fiir die physiologische Bedeutung des Methylglyoxals spricht jedoch 
das omnicellulare Auftreten der Ketonaldehydmutase (— Methylglyoxa 
lase). Man kénnte daraus schlieBen, daB Methylglyoxal ganz allgemein 
in lebenden Zellen gebildet wird. Das Auftreten der Methylglvoxalas: 
kann auf zweierlei Art gedeutet werden: 

1. Entweder ist das Methylglvoxal ein wirkliches Zwischenprodukt 
iiber das der AbbauprozeB der Kohlenhydrate verlaufen muB, ode: 


2. das Methylglyoxal bildet sich, wie Meyerhof behauptet, rein chemiscl 
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aus Triosephosphorsaure, falls der Trioseester nicht geniigend schnell 
weiter dismutiert wird. Die Methylglyoxalase hatte in diesem Falle 
die Aufgabe, das giftige Methylglyoxal rasch in Milchsaure tiberzufiihren. 
Ob die Geschwindigkeit der Reaktion Trioseester —- Methylglvoxal 
unter physiologischen Bedingungen so groB ist, daB sie irgendwelche 
Bedeutung hat, ist fraglich. 


Es ist schon in einem friihen Stadium der Forschung eine. tief- 
greifende Analogie zwischen den verschiedenen enzymatischen Abbau- 
prozessen der Kohlenhydrate beobachtet worden. Durch die Ent- 
deckung und chemische Aufklarung des Co-Fermentsystems, die Cber- 
cinstimmung der Kinetik der Veresterung und der Spaltung der Hexose, 
sowie ferner durch die Charakterisierung der beim Umsatz der Kohlen- 


hvdrate durch verschiedene Erreger auftretenden Phosphorsaureester 
ist diese Analogie wiederholt bestatigt worden. Somit liegt die Annahme 


nahe, daB auch die von B. coli bewirkte Vergarung der Glucose (im 
folgenden kurz Coligarung genannt) tiber dieselben Anfangsstadien 
verlauft wie die alkoholische bzw. Milchséure-géarung. Zweck der 
vorliegenden Arbeit ist ein Bild iiber den Verlauf der Coligarung zu 
gewinnen. Es wird versucht, diesen Abbauproze} im Sinne der neueren 
Anschauungen tiber den Umsatz der Glucose bei der alkoholischen und 
Milchséuregarung zu deuten: besonders wird dabei die bekannte Embden- 
Meyerhofsche Auffassung in Betracht gezogen. 


Als Garprodukte bei der Coligarung sind hauptsachlich Milch-, 
Essig-, Ameisen- und Bernsteinséure, Alkohol, Kohlendioxyd und 
Wasserstoff sowie in gewissen Fallen auch Acetylmethylearbinol und 
Butylenglykol gefunden worden. Das Enzymsystem der Colibakterien 
kann demnach, verglichen mit denjenigen der alkoholischen bzw. 
Milchséure-garung, als sehr kompliziert betrachtet werden. Wenn man 
ferner beriicksichtigt, daB das Mengenverhaltnis der verschiedenen 
Garprodukte sowohl von Stamm zu Stamm als auch bei demselben 
Stamm je nach den Versuchsbedingungen enorm variieren kann, so ist 
es verstandlich, daB verschiedene Vermutungen beziiglich des Chemismus 
dieser Garung aufgestellt worden sind!. 


Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wird untersucht, ob und 
in welchem Mae der Verlauf der Garung durch einfache Anderungen der 
Versuchsbedingungen, deren physiologische Natur immer aus der 
unverminderten Gargeschwindigkeit auch bei Anwendung lebender 
Bakterien hervorgeht, abgeandert werden kann, und ob sich gegebenen- 
falls irgendwelche Schliisse hinsichtlich des Reaktionsmechanismus der 
Abbauprozesse daraus ziehen lassen. Im zweiten Teil werden einige 


! Literatur siehe Tikka, 1935. 
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Versuchsserien geschildert, bei denen die Garung von Anfang an stuf 
weise verfolgt wird. 


Experimenteller Teil. 


Die Garversuche wurden mit abzentrifugierten und gewaschen 
Bakterienmassen eines aus Rattenfazes isolierten und als eine B. coli-Ar 
charakterisierten Bakteriums ausgefiihrt. Die Ziichtung der Bakterien gesch 
immer in einer Nahrlésung (,,L 1°‘) von folgender Zusammensetzun 
5 Liter Wasser, 30g K,HPO,, 7,5 g¢ (NH,),SO,q, 5g NaCl, 0,2g MgSO 
und 50g Rohrzucker. Durch Zufiigen von 2 n NaOH wahrend des Wachs 
tums (etwa 24 Stunden bei 37° C) wurde das py bei 7 gehalten. Aus 5 Lite 
Kultur wurden auf diese Weise 10 bis 15 g feuchte Bakterien erhalten. Dis 
glykogenfrei gemachte (Virtanen und Karstrém, 1931) Bakterienmasse wurde 
in einer sterilen, mit CaCO, oder Phosphatpuffer versetzten wiasserigen 
Glucoselésung suspendiert, die Luft mittels steriler CO, verjagt und dic 
Garung bis zum Verschwinden der Glucose ablaufen gelassen. (Weitere 
Methodik: siehe Tikka, 1935.) 


1 


Wie schon erwaéhnt, kénnen die quantitativen Verhaltnisse der 
Garprodukte bei der Coligérung je nach den Versuchsbedingungen 


recht betrachtlich variieren. Da die ausnahmslos regelmaBige Bildung 
der Garprodukte in bezug auf die Mengenverhaltnisse bei streng fest- 


gesetzten Versuchsbedingungen fiir die Beurteilung der erhaltenen 
fesultate von ausschlagyebender Bedeutung ist, wurde zunachst 
nachgeprift, ob eine solche RegelmaBigkeit vorlag. Fiir die Milchsdure- 
und Essigséure- sowie fiir die Alkoholbildung lieB sich eine solehe Kon- 
stanz feststellen. Hinsichtlich der Bernsteinsaure bildung dagegen wurden 
auch unter denselben Versuchsbedingungen grofe Schwankungen 
konstatiert und auf die Bestimmung der Bernsteinséure deshalb bei 
den folgenden Versuchen verzichtet. Was die Ameisensadure betrifft 
so laBt sich dieselbe nicht quantitativ erfassen, da sie teilweise sekunda: 
zu Kohlendioxyd und Wasserstoff zersetzt wird. Wenn man ferne1 
beriicksichtigt, daB der bei der Garung gebildete Wasserstoff sowohl in 
statu nascendi als auch molekular, im letzten Falle genau wie bei de: 
Platinkatalyse (Stephenson und Green, 1934), auf verschiedene Ver 
bindungen der Garlésung tibertragen werden kann, so ist es einleuchtend, 
daB mit einem konstanten Auftreten dieser drei Garprodukte nicht zu 
rechnen ist. Da die meisten der nachstehenden Garversuche anaerob 
in CO,-Atmosphare ausgefiihrt worden sind, war die CQO,-Be- 
stimmung dabei ausgeschlossen. Durch das bei dieser Arbeit verwendete 
Bakterium wurden bei den orientierenden Versuchen aus der ve! 
gorenen Glucose bis 16°, Kohlendioxyd erzeugt. 

Wie aus der Tabelle I ersichtlich ist, stimmen die Ausbeuten, wenn 
man von den Werten fiir Ameisenséure absieht, recht gut iiberein. Dic 
Kinwirkung der Aziditatsveranderungen auf das Mengenverhaltnis de: 
Garprodukte wird durch folgende Versuchsserie veranschaulicht. 
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I. Die Einwirkung der H’-Konzentration auf den Verlauf der Gdrungy. 
A. Garversuche bei neutraler Reaktion. 
Tabelle I. 


Girlésung: 4,0 g Glucose, 300,0cem m/4 Phosphatpuffer (py 7), 50,0 cem 
Bakteriensuspension. Totalvolumen 400,0cem. Garzeit 9 Stunden. px: 
bei Beginn 7,10, am Ende 7,02 (kurz 7,10 bis 7,02). 





Milchsiure Essigséure Ameisensiure Alkohol 


Versuch 
mg Ol mg fo mg O}9 mg 


815 20,4 724 18,1 994 16,2 645 
860 21.5 812 20,3 736 12.0 676 


B. Garversuche bei saurer Reaktion. 

Bei diesen Versuchen handelte es sich um nur unbedeutend héhere 
H-Konzentrationen als bei der neutralen Reaktion der Garlésung. 
Dieser Umstand war deshalb von Wichtigkeit, weil in einem allzu 
sauren Medium nicht nur die Tatigkeit des Enzymkomplexes _ be- 
einfluBt, sondern die ganze Lebensfunktion der Zelle infolge der un- 


cen 


ung 


physiologischen Versuchsbedingungen derart verandert wird, daf von 
einer einfachen Umstellung der Garung in eine bestimmte Richtung 
nicht mehr die Rede sein kann. 


Tabelle II. 
Garlédsung: 2,0g Glucose, 3,0g CaCO,, 100,0cem Bakteriensuspension. 
Totalvolumen 150,0 cem. Girzeit 16 Stunden. py: Versuch a 6,38 bis 6,26, 
Versuch b 6,40 bis 6,25. 





Milchsaure Essigsiure Ameisensdure Alkohol 


mg 


Versuch 


mg 0/,, mg | %; mg 


a 926 46,3 99 4.5 S. ! 325 21,1 181 
b 816 40,8 120 6.0 : 3, 296 19,3 146 


Wenn man die erhaltenen Resultate mit denjenigen der Garung bei 
neutraler Reaktion vergleicht, so ergibt sich: 1. Eine bedeutende Mehr- 
bildung von Milchséiure und Wasserstoff, 2. cine Abnahme der fliichtigen 
Sauren, und 3. die gleiche Alkoholausbeute. Daf die veradnderten 
quantitativen Verhaltnisse auf den erhéhten H’-Konzentrationen  be- 
ruhen, wurde bei Versuchen mit verschiedener Pufferung sichergestellt. 
Auf Grund des Befundes, daB die Veranderung im Garungsverlauf 

enn durch eine weitere Erhéhung der H -Konzentration nicht mehr ver- 

Di starkt werden konnte, darf man wohl schlieBen, daB diese schon bei 

der sehr schwach saurer Reaktion des Garmediums, etwa bei pu 6,5, zu- 
standekommen (siehe Tikka, 1935). 





J. Tikka: 


C. Garversuche bei alkalischer Reaktion. 

Wie der Garungsverlauf durch eine Verschiebung der Reaktion 
der Garlésung nach der alkalischen Seite hin beeinfluBt wird, geht ai. 
folgender Versuchsserie hervor. Aus bereits erérterten Griinden wuri 
auch bei diesen Versuchen dafiir gesorgt, daB die physiologischey 
Grenzen der Alkalitét nicht iiberschritten wurden, ein Umstand, der iy 
der nicht viel verénderten Gargeschwindigkeit zum Ausdruck kam 


Tabelle III. 
Garlésung: 2,0 ¢ Glucose, 250,0cem Phosphatpuffer (py 8,20), 50,0 6 
Bakteriensuspension. Totalvolumen 300,0cem. Garzeit 20 Stunden. 


"er . a 7 “ 79 ee 7 _ om wy 
c ’ - . . , ’ - 
Versuch a 7,41 bis 7,21, Versuch b 7,60 bis 7,5 





Milchsdéure Essigsture Ameisensiure 


Alkohol 
Versuch 


mg O!5 ‘ mg %/5 mg 0}, me 05 
a 82 41 588 | 294 622 20.2 340 
b 54 2,7 683 34,1 822 26,8 325 

Durch das sekundaére Kaliumphosphat des Puffers wurden groli 
Mengen der zur Sattigung eingeleiteten CO, absorbiert, wobei die Alkali- 
tat der Garlésung bis auf den angegebenen pu-Wert sank (Versuch a 
Beim Versuch b war der Garkolben mit einem Tropftrichter versehen, 
aus welchem man zeitweise konz. Sodalésung zutropfen lieB, um di 
Alkalitat der Garlésung wahrend des ganzen Versuchs konstant. bei 
etwa pu 7,5 zu halten, was an der Farbung des Indikators («-Naphthol. 
phthalein) zu erkennen war. Aus den Resultaten der Tabelle III 
ergibt sich, im Vergleich zu den bei saurer Reaktion gewonnenen, 
folgendes: 1. Die starke Verschiebung in dem quantitativen Verhaltnis 
der Milchsaurebildung einerseits und der Ausbeute an fliichtigen Sauren 
andererseits, 2. die auBerst interessante quantitative Konstanz de 
Alkoholausbeute auch bei alkalischer Reaktion und 3. die kleine Wasser- 
stoffausbeute. 

Im vorhergehenden sind in ihren wesentlichen Ziigen einige Ver- 
suchsserien geschildert worden, die sich auf die Vergarung der Glucose 
durch B. coli unter verschiedenen Versuchsbedingungen beziehen. Aus 
den Resultaten ergibt sich folgendes: 

1. Die in gewissen Punkten ganz ausschlaggebende Einwirkung 
der Aziditatsverhaltnisse auf den Verlauf der Garung: dies betrifft ins- 
besondere die Bildung der Milchséure und der fliichtigen Sauren. 

2. Die nahezu ausnahmslose Konstanz der Alkoholausbeute. 

Die durch die auBeren Versuchsbedingungen, hier durch dic 
Aziditatsverhaltnisse, bewirkten Veranderungen im Verlauf der Garung 
kénnen a priori mannigfach gedeutet werden, wenn man die zahlreichen 
Teilreaktionen bedenkt, die sich bei einer bakteriellen Garung und zuma! 
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be. dem komplizierten enzymatischen AbbauprozeB des Zuckers durch 
8. coli abspielen. Die Wirkungsweise der verschiedenen H’-Kon- 
zeutrationen kann man sich z. B. wie folgt vorstellen: 

1. Teilenzyme bzw. deren Aktivatoren werden in ihrer Funktion 
yetordert oder gehemmt. Hieraus folgt primar eine gewisse Verschie bung 
der Reaktionsrichtung zugunsten der Bildung eines Garproduktes auf 
Kosten eines anderen. Wenn es sich um eine Reaktion handelt, deren 
Fortschreiten in irgendeiner Weise eng an eine andere gekoppelt ist, so 
kann die Veranderung ihrer Richtung bzw. Geschwindigkeit sekundar 
von ausschlaggebender Bedeutung fiir den ganzen Verlauf der 
Garung sein. 

2. Rein chemisch k6énnen empfindliche Zwischenprodukte eine 
tiefgreifende innere Umlagerung erfahren, sowie auch bedeutende Ver- 
schiebungen in den Gleichgewichtszustanden eintreten. 

3. Auch die veranderlichen Permeabilitatsverhaltnisse der Zelle bei 
verschiedenen H’-Konzentrationen dirften hierbei wohl nicht ohne 
sedeutung sein. 

D. Der Verlauf der Garung. 

Der Verlauf der Garung kann wohl nicht als derart homogen an- 
gesehen werden, da das Verhaltnis der gebildeten Garprodukte wahrend 
der Garung in jedem Moment unveradndert, d. hh. dem Endwert gleich 
bleibt. Dies ergibt sich aus folgendem: 

1. In einem bestimmten Stadium entsteht infolge einer Teil- 
reaktion irgendein Garprodukt, wahrend ein anderes erst iiber eine oder 
mehrere Durchgangsstufen gebildet wird. 2. Die Teilreaktionen voll- 
ziehen sich nicht alle mit der gleichen Geschwindigkeit. 3. Der Reaktions- 
mechanismus wird wahrend der Garung verandert, entweder durch 
Auftreten eines neuen Intermediarproduktes als Reaktionskomponente 
in den Kreis einer Reaktionskette oder durch Ausbleiben einer Teil- 
reaktion infolge des Verschwindens einer dafiir unentbehrlichen Reak- 
tionskomponente, sei es auf Grund ungleicher Konzentrations- oder 
Geschwindigkeitsverhaltnisse. Ferner erfahren die Reaktionsbedingungen 
insofern eine Veranderung, als 4. durch die Bildung von Garprodukten, 
welche bei bestimmten Konzentrationen hemmend oder gar vergiftend 
auf irgendeine Teilreaktion einwirken, gewisse Unterschiede in den 
quantitativen Verhaltnissen herbeigefiihrt werden kénnen. Zu dem- 
selben Ergebnis fiihrt im allgemeinen auch 5. die ,,Erschépfung™, 
d.h. die allmahliche ,,spontane’ Verminderung der Aktivitat irgend- 
eines Teilenzyms wahrend der Garung. 

Aus diesen Griinden war es von Wichtigkeit, den Garungsverlauf 


an Hand von Analysen der Garlésung in einigen bestimmten Stadien 
zu verfolgen. Die Versuchsserie umfaBt Garversuche bei schwach 


saurer und schwach alkalischer Reaktion. 
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Tabelle IV. Versuch a, bei saurer Reaktion. 
Garlésung: 6,0 g¢ Glucose, 15 g CaCO,, 300 eem Bakteriensuspension. Tota 
volumen 600,0cem. Garzeit 24 Stunden. py: 6,30 bis 6,25. 





Glucose Milchsiure Essigséure Alkohol 


mg/cem 


gefunden 
Ameisens&ure 


mgicem gefunden 


= 
> 
vA 
a 
o 


gefunden 
mg/cem 
gefunden 


> 
oc Y 
_ 
- 


10,0 0 
2,8, 72 
1,3; 87 
0,0) 100 
0,0 100 


32 16,2) 0,35! 56 721,03 58 
71 298 0,63 100 7,2 0,55/1,51 85 
97 35,2 0,59| 95. 5, 85 104 
100 36,3) 0,62 | 100 6,2 (0,18 1,78 100 
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Tabelle V. Versuch b, bei alkalischer Reaktion. 
Garlésung: 6,0g Glucose, 15g NaHCO,, 300ccm Bakteriensuspension 
Totalvolumen 600,0cem. Giarzeit 24 Stunden. py: 7,60 bis 7,28. 





Glucose Milchsiure Essigsiiure 


Alkohol 





efunden 


Wasserstoff 


0 o total 
verschwunden 
mg/cem 
gefunden 
© 9 /total 
mg/eem 
gefunden 
mg/cem 
gefunden 

‘cm 


gefunden 
mgicem gefunden 


°/9/verschwun- 
dene Glucose 
0/>/verschwun- 


dene Glucose 


0 | 0,0 oj—|—| = _ — 
1532 68 0,25 21 3,7 1,00 40 14,7 1,80.0,91. 47/17 12 
3,01 0,8 92 11,00) 84/ 1091218; 87 | 23,7260 1,71; 89)242 43 
6,5 0,0 100 1,08 91 10,8 /2,52 101 25,2 2,69 1,90, 99 | 24,7 109 
24,0 0,0 100 }1,19' 100 | 11,9 2,50 100 2,36 1,92 100 | 24,9 200 


‘Aus diesen Tabellen geht deutlich hervor, daB die Bildung de: pu 
Garprodukte nicht linear mit dem Verschwinden der Glucose (des pen 
Reduktionsvermégens) erfolgt. Besonders auffallend tritt dieser Um- wanes 
stand in den Milchséureausbeuten sowie in der Wasserstoffbildung und 
zutage. Damit ist erwiesen, dab im Verlauf der Gdrung Zwischen- 
produkte entstehen, die sich nicht momentan weiter umsetzen. wel 

lier 
II, Uber den Mechanismus der Glucosevergdrung. sch. 
A. Die Veresterung der Glucose. Mec 

Genau wie bei der Vergérung der Glucose durch Hefe, Milchsaure- noc 
und Propionsaéure-bakterien sowie bei der Milchséurebildung im Muske! den 
scheint die Phosphorylierung auch bei den Colibakterien mit den Abbau- Beg 
reaktionen des Zuckermolekils eng verkniipft zu sein. Von Virtanen ohn 
Karstrém und Turpeinen (1930) ist nach dem optimalen Phosphatzusatz dip 
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ene Steigerung der Gargeschwindigkeit um 70°, beobachtet worden. 
Antonianit (1933) gibt an, daB er eine Phosphorylierung mit Coli- 
bakterien sowohl in frischem als getrocknetem Zustande eindeutig 
festgestellt hat. Bei der vorliegenden Arbeit ist wiederholt versucht 
worden, eine Phosphorylierung mit Trockenbakterien hervorzubringen ; 
die meisten Versuche sind aber negativ ausgefallen. Dies ist jedoch 
wahrscheinlich auf eine Zerstérung des betreffenden Enzyms beim 
Trocknen der Bakterien zuriickzufiihren, eine Erscheinung, die bei 
Versuchen mit den bisweilen besonders kraftig phosphorylierenden 
B. casei e-Trockenbakterien haufig vorzukommen pflegt. 

Im folgenden wird ein Versuch der Glucose-phosphorylierung mit 
Trockenbakterien beschrieben. Die Bakterien wurden in 50 Litern der 
Nihrlosung ,,L 1‘‘ mit 1% Rohrzuckergehalt 3 Tage lang unter zeitweiliger 
Neutralisation der Sauren mittels 3n NaOH-Lésung geziichtet, hierauf 
abgetrennt, insterilem Wasser aufgeschwemmt, abzentrifugiert und glykogen- 
frei gemacht. Nach vierstiindigem Trocknen auf Tontellern wurde die 
halbtrockene Masse auf einem sauberen Bogen Papier ausgebreitet, wo sie 
iiber Nacht bei Zimmertemperatur im Vakuumexsikkator noch weiter ge- 
trocknet wurde. Dann wurden die Trockenbakterien, 16g, im Mérser zu 
fenmem Mehl zerrieben und dieses Mehl in sterilem Wasser suspendiert. 

Tabelle VI. 
Garlésung: 4,0 g Glucose, 50,0 cem m/2 Phosphatpuffer (pq 7), 150,0 eem 
Trockenbakteriensuspension. Totalvolumen 200,0 cem. 





Std.: 0 18 42 66 } 100 


¢ P,O; gefunden . -.. 2,08 1,89 1,61 1,89 2,08 


g PO, verestert ‘ 0,19 0,47 ; - 
Entspricht g Glucose . — 0,24 0,60 2 — 
° Glucose verestert . . . — 6,0 15,0 — 

Um ein Bild tiber den Grad der Glucoseveresterung zu gewinnen, ist 
bei der Berechnung eine Veresterung der Glucose zu Hexosediphosphorsiure 
angenommen, obgleich die Annahme einer Mono-esterbildung mindestens 
ebenso berechtigt wire wie diejenige einer Di-esterbildung. Bei der Ver- 
esterung durch Milchsiéure- und durch Propionsiurebakterien ist namlich 
nur ein Monophosphat, aber kein Diphosphat gefunden worden (Virtanen 
und Tikka, 1930; Virtanen und Karstrém, 1931). 

Aus den angegebenen Zahlenwerten geht hervor, daB eine deutliche, 
wenn auch geringe Phosphorylierung stattgefunden hat. Die Phosphory- 
lierung hért jedoch bald auf, und die veresterte Phosphorséiure wird 
schlieBlich total wieder frei. Da die Frage nach dem Charakter und dem 
Mechanismus der Veresterung bei dem jetzigen Stand der Forschung 
noch keineswegs endgiiltig geklart ist, wird auf die Phosphor-ester und 
den Veresterungs-vorgang in diesem Zusammenhang nicht naher ein- 
gegangen. Im folgenden wird der ganze Phosphorvlierungsvorgang 
ohne weiteres in aller Kiirze durch den Ausdruck: Glucose —- Hexose- 
diphosphorséure bezeichnet. 
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B. Der Umsatz der Hexosediphosphorsaure. 

Die auf den Veresterungsvorgang folgende erste Etappe bei 
Vergarung der Glucose, der Zerfall der Cg-Kette in kleinere Bruchtci! 
vor allem in C;-Ketten, muB als eine der wichtigsten Phasen des enzyn 
tischen Abbaues der Kohlenhydrate betrachtet werden. Im Gegensatz 
zu der aus dem Neubergschen Schema abgeleiteten Auffassung!, wonac! 
das Methylglyoxalals das primare Spaltungsprodukt der Hexosekette iit 
ist man heute geneigt, einen vorangehenden primaren Zerfall des Diesters 
in 2 Mol Dioxyacetonphosphorsaure anzunehmen. Die Verifizierung sow ic 
die Aufklarung der energetischen Verhaltnisse dieser Teilreaktion haben 
wir Meyerhof zu verdanken (s. oben). Nun ist das Auftreten des Veuhery- 
schen Methylglyoxals bei der Zuckerspaltung von Meyerhof dain 
gedeutet worden, daB die Substanz rein chemisch aus dem primaren, an 
seiner normalen Dismutation gehinderten Trioseester unter Abspaltung 
von Phosphorsaure entsteht. 

Da das Auftreten des Methylglyoxals somit fiir die primare Bildung 
der Meyerhofschen Dioxyacetonphosphorsiure zu sprechen scheint, 
wird i'm folgenden ein Versuch beschrieben, der angestellt wurde, um 
zu ermitteln, ob der bei dieser Arbeit verwendete Colistamm imstande 
ist, Methylglyoxal aus Hexosediphosphorsaure zu bilden. Von Froma- 
geot (1930) ist unter geeigneten Versuchsbedingungen Methylglyoxal bei 
den Colibakterien gefunden worden. 

1. Die Isolierung des Methylglyoxals. 15g Bakterienmasse, erhalten 
durch Zichtung der Bakterien in 5 Litern der Nahrlésung ,,L 1**, mit 1°; 
Rohrzuckergehalt, wurden in 80 cem Wasser suspendiert, mit 10 eem Toluol 
versetzt und 3 Tage lang bei 37° C autolysiert. 20 g hexosediphosphorsaures 
Ca (lésliche Modifikation nach Neuberg und Sabetay, 1925) wurden in 100 cem 
H,O aufgeschwemmt und mit konz. Na,CO;-Léosung versetzt. Das aus 
geschiedene CaCO, wurde abfiltriert und die klare Ca-freie Lésung mit 

H, 8 O, genau neutralisiert 
Tabelle VII. und auf 220cemaufgefiillt. 

Nach 3 Tagen wurde 
die Garlésung scharf zen- 
trifugiert, und die Iso 
lierung des Methylgly- 


Garlésung: 220cem Hexosediphosphorsiure- 
lésung, 80cem Bakterienautolysat, 5g Na- 
Acetat. Totalvolumen 300,0 cem. Versuchsbe- 





dingungen: Aerob, px 7,09 bis 6,82. oxals als 2, 4-Di-nitrophe 
nylbishydrazon nach 
Bei Nach Neuberg u. Kobel (1928b) 

Beginn 3 Tagen : 
vorgenommen. Aus 
g P,O; total gefunden. . . . . 4,87 | 4,87 250,0 cem der urspriing 
g freies P,O, gefunden ... . 0,02 | 1,48 lichen Garlésung wurde 
g gebundenes P,0; berechnet . _ 3,44 155g Bishydrazon et 


halten. Nach dem Um 
kristallisieren des Bishydrazons, erst aus Pyridin, dann aus Nitrobenzol, 
schmolz die Substanz bei 296°. Der wirkliche Schmelzpunkt liegt bei 298". 


' Neuberg hat jedoch fiir das Schema wiederholt postuliert, daB Triose 


jederzeit eingefiigt werden kann, sobald sie aufgefunden wird. 
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Die Substanz léste sich in starker NaOH mit tiefblau-violetter Farbe. 
Zwecks Identifizierung wurde dieses Bishydrazon mit dem Bishydrazon 
Schm. 298°) des nach Neuberg, Fdrber, Levite und Schwenck (1917) aus 
Dioxyaceton (Virtanen und Nordlund, 1933) durch Destillation mit 20% iger 
schwefelsiure gewonnenen synthetischen Methylglyoxals gemischt. Der 
Mischschmelzpunkt lag bei 294°: es handelte sich also um das Bishydrazon 
les Methylglyoxals. 

Dies Resultat besagt, dal durch Colibakterienautolysat Methyl- 
jlyoxal aus der Hexosediphosphorsdure gebildet wird: in Anlehnung an 
die Meyerhof sche Auffassung kann dieser Befund als der primare Zerfall 
des Diesters nach der Gleichung: 1 Hexosediphosphorséiure = 2 Dioxy- 
acetonphosphorsaure gedeutet werden. Die Frage, ob diese Reaktion 
bei Colibakterien unter geeigneten Versuchsbedingungen quantitativ 
verlaufen kann, mu hierbei offengelassen werden. 

Wie aus diesem Versuch erhellt, bleibt die Vergérung der Hexose- 
diphosphorséure bei der Anwendung von Bakterienautolysat als enzyma- 
tisches Agens in betraéchtlichem Umfang auf dem Triosestadium stehen, 
was auf eine Inaktivierung oder sogar Vernichtung des die Triose 
dismutierenden Teilenzyms zuriickzufiihren ist. 

2. Die Bildung von «-Glycerinphosphorsdure und Phosphoglycerin- 
siure. Die zunachst auf die Spaltung der Hexosekette in zwei Triose- 


_ketten folgende Phase der Garung diirfte die Dismutation der beiden 





Triosemolekiile bzw. deren Phosphorséureverbindungen sein, eine 
teaktion, die bereits von Virtanen mit unphosphoryliertem Dioxy- 
aceton realisiert worden ist (Virtanen, Karstrém und Turpeinen, 1929). 
Virtanen stellte folgende Reaktionsfolge fest: 
——> 1 Glycerin 
2 Dioxyazeton — 
—~> 1 Glycerinsaure 


| 
v ued v 
1 Kssigsture + 1 HCOOH 
v 


H, + CO, 

Meyerhof und Kiessling (1933a und 1933b) sowie zur gleichen Zeit 
Embden (siehe Embden und Ickes, 1934) haben bei der Glykolyse im 
Muskel, ferner Meyerhof und Kiessling (1933c) bei der alkoholischen 
Gérung die Dismutation zwischen zwei Trioseestermolekiilen nach- 
weisen kénnen. Diese normale Dismutation wird jedoch bei der alkoholi- 
schen Garung durch den Eintritt des waihrend der spaiteren Phasen 
entstandenen Acetaldehyds in die Reaktionskette zugunsten der 
Dismutation zwischen Trioseester und Acetaldehyd nahezu vollkommen 
zuruckgedrangt, die dann ganz im Vordergrund steht. Bei der Milch- 
sduregdérung ist sie auch nicht leicht zu erkennen, da die primar ent- 
standene Glycerinphosphorsdéure hierbei durch sekundare Reaktionen 
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zum Verschwinden gebracht wird. Der Glycerinester ist jedoch be; 
geeigneten Versuchsbedingungen isoliert worden (Meyerhof und Ki¢ 
ling, 1933a, 19383b und 19338¢; Embden und Ickes, 1934). 

Auch bei der Vergirung der Hexose durch Colibakterien ist trotz 
des von Virtanen, Karstrom und Turpeinen (1929) bei der Vergérung des 
Dioxyacetons erhobenen Befundes kein Glycerin nachgewiesen worden, 
was dafiir spricht, da sich diese Substanz, wenn sie iiberhaupt gebildet 
wird, irgendwie weiter umsetzen muB. Im vorhergehenden Versuch 
blieb die Umsetzung der Hexosediphosphorsiure auf dem_ Triose- 
stadium stehen. Unter der Einwirkung von NaF, dem spezifischen Gift 
der Phosphatase, kann die darauffolgende Dismutation des Trioseesters 
stattfinden, die weitere Umsetzung der gebildeten Glycerinester bzw. 
Phosphoglycerinsdure aber wird weitgehend gehemmt (siehe Meyerhoj 
und Kiessling, 1933¢). 

Bei wiederholten Versuchen, einen solchen Reaktionsverlaut 
mittels verschiedener Enzympraparate von B. coli (frische Bakterien 
mit Toluol, Mazerationssaft, Trockenbakterien) zu realisieren, blieb di: 
Hexosediphosphorséure intakt. Durch frische lebende Bakterien bei 
Anwesenheit von NaF aber scheint der Diester im erwahnten Sinne 
umgesetzt zu werden. Dies erhellt aus folgendem Versuch (Tabelle VIII). 

Aus der Tabelle VIII geht hervor, daB das Reduktionsvermégen 
nahezu vollkommen verschwunden ist, wahrend von der gebundenen 
Phosphorsaure noch be- 
trachtliche Mengen vor- 
handen sind. Dies _be- 
sagt, daB die Hexose- 


Tabelle VIII. 
Garlésung: 100,0cem Na-Hexosediphosphor- 
siurel6sung (entsprechend 3,75 g wasserfreien, 
reinen Ca-Salzes), 20cem n/5 NaF-Lésung, 





15 g frische, lebende Bakterien, 5g NaHCO,, diphosphorséure in 

pu 7,32 bis 7,28. nichtreduzierende Phos. 

Bei Nach phorester — verwandelt 

| Beginn IsStd- worden ist. Obgleich 

aN diese Ester nicht isoliert 

com 0,161n KMnO,-Lésung. . . 3,6 0,2 wicniinn deel well wait 
°, Reduktionsverminderun: . . -- 95,0 yi . 

g PgO, entbunden. ...... O 0,702 Vorbehalt angenommen 

g P,O, total... . . . . 1,285 — werden, daB es sich hier 

% P,Q, entbunden...... — 54,6 


um ein Gemisch von 
z-Glycerinphosphorsaéure und Phosphoglycerinséure handelt. Wenn dies 
zutrifft, so kann die Umsetzung der Hexosediphosphorsaure durch 
Colibakterien in diesem Stadium folgendermaBen formuliert werden: 


1 Hexosediphosphorsaure 


2 Dioxyacetonphosphorsiure 





y 


1 «-Glycerinphosphorsaure 1 Phosphoglycerinsaure 
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Wenn auch durch die verdienstvollen Arbeiten Hmbdens und Meyerhofs 
bisher unbekannte oder jedenfalls nicht bewiesene Phasen der Garung 
experimentell realisiert worden sind, so ist es doch angebracht, darauf hinzu- 
weisen, daB man tiber die Allgemeingiiltigkeit der Schemata dieser Autoren 
noch nicht zu voller Einigkeit gelangt ist; denn abgesehen von der z. B. 
noch ganz offenen und hier unberiihrt gelassenen Frage nach der Rolle und 
dem Charakter der Phosphorylierung, sind sie nicht imstande, einige mit 
der Bildung und dem Umsatz der als Ausgangsprodukt  fungierenden 
Hexosediphosphorsiure zusammenhingende Erscheinungen zu_ erkiliiren. 
Dieser Umstand geht aus folgendem hervor (s. Meyerhof u. Kiessling 1933¢): 

a) Die Embden-Meyerhofschen Schemata stellen den Abbau des Zuckers 
nur fiir den Fall dar, daB eine gewisse Menge Phosphorester vorhanden, ist 
(Meyerhof und Kiessling, 1933¢c). In der mit Fluorid versetzten Enzym- 
losung wird die Glucose allein nur unbetrachtlich abgebaut; ganz anders 
wird es, wenn man etwas Hexosediphosphorsiure hinzufiigt. Der Umsatz 
hei dieser Reaktion ist aber genau begrenzt. Es verestert und wird gemaB 
der Gleichung 

1 Hexosediphosphat -- 1 Glucose + 2 Phosphorséure 
= 2 x-Glycerinphosphorsaéure -+- 2 Phosphoglycerinsiure 


nur eine der zugesetzten Hexosediphosphorsiure genau aquivalente Menge 
Glucose weiter umgesetzt; dann hért die Reaktion auf. Von ausschlag- 
yvebender Bedeutung ist, da diese Reaktion erheblich rascher verliuft als 
die Umsetzung des Diphosphatcs allein. Diese Umstéinde sprechen dafiir, 
daB der Umsatz des Diesters eine mit dem Abbau st6chiometrisch streng 
gekoppelte Reaktion sein muB, was aus den Embden-Meyerhofschen Formu- 
lierungen nicht klar hervorgeht. 

b) Bei der bekannten Anhiufung von Hexosediphosphorsiure im Zu- 
sammenhang mit dem Umsatz der Glucose durch Hefepraparate (Harden 
und Young, 1908, 1909), sowie durch Extrakte tierischer Zellen (.Weyerhof 
und Lohmann, 1927) ist eine stéchiometrische Beziehung zwischen der Menge 
des zerfallenen (1 Mol) und des in Esterform iibergegangenen (1 Mol) Zuckers 
festgestellt worden. Auch dieser Umstand wird von Embden und Me yerhof 
nicht erklart. 

ce) Da die von Embden und Meyerhof realisierten Teilreaktionen durch 
spezifische Hemmungsverfahren herbeigefiihrt worden waren, kénnen ihre 
Formulierungen fiir den normalen Garungsverlauf nur unter der Voraus- 
setzung Giiltigkeit besitzen, daB bei diesen Hemmungen keine neuen chemi- 
schen Reaktionen eintreten, sondern dieselben Teilreaktionen wie bei dem 
ungehemmten Garungsablauf zur Beobachtung kommen. Dies ist jedoch 
nicht ohne weiteres sicher. 

Oftmals ist die Frage aufgeworfen, ob der Di-ester als eine wirkliche 
Zwischenstufe der Garung betrachtet werden kann. Die bisherigen Befunde 
sprechen nicht alle dafiir, denn die Abbaugeschwindigkeit des Di-esters 
macht ganz allgemein nur einen Bruchteil von derjenigen der Glucose aus, 
wogegen der Mono-ester 6fter bedeutend leichter als der Di-ester abgebaut 
wird. Diesem Umstand allein darf man indessen m.E. keine entscheidende 
Bedeutung beimessen. Sowohl die Bildung als auch der weitere Umsatz der 
Hexosediphosphorsiure stellen namlich, wie aus schon angefiihrten Daten 
hervorgeht, keine selbstindigen Reaktionen dar, sondern miissen vielmehr 
als gekoppelte Reaktionen aufgefaBt werden. Infolgedessen ist es wohl ver- 
standlich, daB die Hexosediphosphorsiaure, wenn sie von der Reaktionskette 
des Gesamtabbauprozesses getrennt ist, nicht den besonderen Charakter 
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eines wirklichen Intermediirproduktes aufweisen kann. Die in bezug auf d 
unphosphorylierte Glucose verminderte Gargeschwindigkeit des Diphospha 
kann in zweierlei Weise gedeutet werden, ohne daB man dem Ester desha 
die Eigenschaften eines zwangslaiufigen Zwischenproduktes abzusprech 
braucht; dadurch wird die Annahme der Existenz eines labilen Esters, a 
dessen Stabilisationsprodukt der isolierte Ester aufgefaBt worden ist, gan 
iiberfliissig. 

a) Durch die Trennung von Gesamtreaktionskette ist der Umsatz «: 
Diphosphorsaure irgendeiner Kupplungskomponente oder einer sonstige: 
etwa energieliefernden Nebenreaktion beraubt und folglich verlangsam: 
worden. £8) Aus der von Meyerhof gefundenen GesetzmaBigkeit beziigli: 
des Gleichgewichts zwischen dem Hexosediphosphat und der Dioxyaceto: 
phosphorsaéure ergibt sich, daB die jeweilige Konzentration des ersteren in 
der Zelle durch die Konzentration der letzteren eindeutig bestimmt ist 
Das Verschwinden bzw. die Gargeschwindigkeit der Hexosediphosphorsiur 
ist also von dem weiteren Umsatz des Trioseesters unbedingt abhangic. 
und die Reaktion Hexoseester —- 2 Trioseester kann dadurch, daB de: 
Umsatz des letzteren aus irgendwelchen Griinden verhindert wird, zum 
Stillstand gebracht werden. 

3. Die normale Vergarung der Hexosediphosphorsdure. In dem vorher- 
gehenden Kapitel wurde erértert, inwieweit der Umsatz der Hexosedi- 
phosphorsaéure als Vorbild fiir den enzymatischen Abbau der unver- 
esterten Glucose gelten kann. Es wurde betont, daB sich ein wenigstens 
in mancher Beziehung falsches Bild itiber den Charakter dieser Saiure 
als eines Zwischenproduktes ergeben kann, wenn ihr Umsatz getrennt 
von der Gesamtreaktionskette stattfindet. DaB dabei nicht dasselbe 
quantitative Verhaltnis wie bei der Vergérung der unphosphorylierten 
Glucose erzielt wird, geht aus folgender Versuchsserie hervor. Um 
gleichzeitig Erfahrungen dariiber zu sammeln, ob der Garungsverlaut 
bei der Hexosediphosphorséure etwa in ahnlicher Weise wie bei der 
Glucose durch die Aziditaétsveranderungen beeinfluBt wird, wurden 
Versuche bei verschiedenen H’-Konzentrationen angestellt. 5 g hexose 
diphosphorsaures Ca, entsprechend 3,95 g reinen Salzes, wurden in 
Na-Salz umgewandelt und die Lésung auf 200,0 cem aufgefiillt. Der 
Phosphatpuffer wurde durch Zusatz von konz. NaOH bzw. H,SO, aut 
das gewiinschte px eingestellt. 


Tabelle IX. 
Garlosungen: 100,0 cem Hexosediphosphorséiurelésung, 100,0cem = Bak- 
teriensuspension (in m/2 Phosphatpuffer). pa: Versuch a 6,02 bis 5,54, 
Versuch b 7,40 bis 7,27. Nach 3 Tagen war das Reduktionsvermégen gege1 
Feklingsche Lésung verschwunden und die Phosphorséure total entbunden 





Milehsiure Essigsaure Ameisensaure Alkohol 
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mg 0/5 mg ( mg 0 


53.6 118 14,0 Spuren 
27,2 267 31,6 Spuren 
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Glucosevergirung durch B. coli. 


In der quantitativen Zusammensetzung der Garprodukte ¢rgibt 
sich im Vergleich zu der Glucosevergirung eine weit gréBere Saure- 
ausbeute einerseits und eine kleinere Alkoholausbeute andererseits. 

Bei diesen Garversuchen mit Hexosediphosphorséure ist der 
Verlauf der Garung durch Aziditétsveranderungen in derselben Weise 
beeinfluBt worden wie bei der Glucosevergérung, was bei Betrachtung 
der Ausbeute an Milchsaure und fliichtigen Sauren deutlich zum Vorschein 
kommt. Damit ist festgestellt, da} das Stadium, auf welchem sith die 
gegen die Verdnderungen der Aziditatsverhaltnisse empfindlichen 
leilreaktionen abspielen, jedenfalls nicht zwischen den Etappen Glucose 

- Hexosediphosphorsaéure liegen kann. 


Im vorhergehenden ist der Verlauf der Glucosevergarung durch 
B. coli bis zu dem Stadium der Bildung aquivalente: Mengen von 
z-Glycerinphosphorsaure bzw. Phosphoglycerinséure durch Dismutation 


zweier Molekiile Dioxyacetonphosphorsaure, schrittweise verfolgt worden ; 


die dabei aufgetretenen Erschemungen sind unter gewissen Voraus- 
setzungen im Sinne der Garungsschemata von Embden und Me yerhof 
gedeutet worden. Die auf dies Stadium folgenden Phasen des des- 
molytischen Abbaues durch B. coli sind wegen des Auftretens neuer 
Endprodukte, der Essigséiure und Ameisenséure bzw. der Zersetzungs- 
produkte der letzteren, des Kohlendioxyds und des Wasserstoffs, nicht 
mehr mit denjenigen der alkoholischen oder Milchséure-garung ver- 
gleichbar. 

Im folgenden wird versucht, den bei isoliert ausgefiihrten Ver- 
garungen der C,-Ester, der g-Glycerinphosphorséure und der Phospho- 
glycerinsdure stattfindenden Garungsverlauf schrittweise zu verfolgen. 


C. Der Umsatz der Phosphoglycerinsaure. 

Fir diese Garung steht uns in der Untersuchung von Virtanen und 
Peltola (1930) iiber die Vergarung der d, 1-Glycerinséure durch den 
genannten Erreger ein Vorbild zur Verfiigung. Gelegentlich dieser 
Untersuchung wurde festgestellt, da der Umsatz der Glycerinsaure 
nach folgendem Schema verlauft: - 

— Essigsiure 
Glycerinsaure —| 
— Ameisensaure =- Hy + CO, 

Bei der Vergaérung der Glucose bzw. ihres Phosphat-esters hat aber 
nicht die Glycerinséure, sondern ihr Phosphat-ester, die Phospho- 
glycerinsdure, als echtes Zwischenprodukt zu gelten. Um den Umsatz 
der letzteren eingehender zu studieren, wurden folgende Garversuche 
ausgefiihrt. Das dabei verwendete saure Ba-Salz der Phosphoglycerin- 
siure war nach den Vorschriften von Newberg und Kobel (1933¢) her- 
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gestellt worden. Seine Zusammensetzung entsprach der Form: | 


C,H;0,PBa.1H,O. Fir die Garversuche wurde es immer dure); 


Zusatz einer berechneten Menge Natriumsulfat in das Na-Salz vi 
wandelt. 
Tabelle X. 
Garlosungen: 100.0 eem Na-Phosphoglycerinsiurel6sung (entsprechend 0,99 y 
der reinen Séure, aus P-Bestimmung berechnet), 100,0 ccm Bakterie: 
suspension, 10 g CaCO,. Garzeit 48 Stunden. py: Versuch a 6,40 bis 6,45, 
Versuch b 6,40 bis 6,42. 





Milch- aor Ameisen- 
sejged > é : > 
siiure Essigsaure saat Alkohol P.05 
Versuch . en See oen Nene 5 
mg ge- mg be- °/5 ge- mg ge- mgbe- > ge 


, 
mg funden rechnet funden funden rechnet funder 


mg mg 


Spuren 300 820 94,0 | Spuren Spuren 352 3878 93,0 
302 , 320 | 95,0 383 378 | 101,0 

Die Phosphoglycerinsiure wird genau wie die unphosphorylierte 
Glvcerinséure nach der Vergirung als Essigsiure wiedergefunden. Dic 
anfangs wahrscheinlich mit Essigsaiure aquimolar gebildete Ameisensaure 
wird bei der langen Versuchsdauer in Wasserstoff und Kohlendioxyd 
gespalten. Hierbei muB betont werden, da8 die Phosphoglycerinsaure 
obwohl sie relativ langsam vergoren wird, doch im Gegensatz zu de: 
phosphorfreien Glycerinséure stets auch durch solche Bakterien um- 
gesetzt wird, die an sie nicht gew6hnt sind (siehe Virtanen und Peltola, 
1930; Tikka, 1935). 

Der Aufspaltungsmechanismus der Phosphoglycerinsdure ist bis 
auf ein Stadium geklirt und anerkannt worden. Sowohl Hefen und 
echte Milchsaiurebildner als auch Extrakte héherer Pflanzen vermégen 
die Phosphoglycerinsiiure mit bemerkenswerter Leichtigkeit in Brenz- 
traubensaure iiberzufiihren (Embden, Deuticke und Kraft, 1933; Neubery 
und Kobel, 1933a und 1933b): auch haben Quastel (1925) sowie Aube! 
und Salabartan (1925) Brenztraubensaure als Stoffwechselprodukt des 
B. coli beobachtet. Unlangst hat Antoniani (1933) festgestellt, dab 
sowohl durch frische Colibakterien mit Toluol, als auch durch Trocken- 
praparate derselben, Phosphoglycerinséure glatt in Brenztraubensaur: 
umgewandelt wird. Somit kann die Reaktion: 

CH,0(P0,H,)CHOHCOOH = CH,COCOOH + H,PO, 
als eine integrierende Phase im Abbau der Glucose bei den verschieden 
artigsten Garungen betrachtet werden. 

Die Autspaltung der Phosphoglycerinsaure ist, wie Lohmann und Me yer 
hojf (1934) gezeigt haben, ein zusammengesetzter Vorgang, weil auBer det 
Abspaltung von Phosphorsiure intramolekulare Umlagerungen dabei statt 


finden; es entsteht nimlich eine P-haltige Verbindung, die von den genannten 
Autoren isoliert und als Phosphobrenztraubensaéure charakterisiert worden 
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Glucosevergarung durch B. coli. 


Die aus der Phosphobrenztraubensaure durch Abspaltung von Phosphor- 
-.ure gebildete Brenztraubenséiure wird dann je nach der Natur des Erregers 
weiter in andere Umwandlungsprodukte iibergefiihrt. 


D. Der Umsatz der Brenztraubensdure. 

1. Die Garprodukte. Die carboxylatische Aufspaltung der Brenz- 
traubensaure bei der alkoholischen Garung zu Acetaldehyd und Kohlen- 
dioxyd und ihre reduktive Umwandlung in Milchsiure bei der |Milch- 
siuregarung miissen als bewiesen betrachtet werden. Das Verhalten 
des B. coli zur Brenztraubensaure wird durch den folgenden Versuch 
illustriert. Dabei kam immer das Na-Salz der frisch im Vakuum destil- 
lierten Saure (Kahlbaum) zur Anwendung. 


Tabelle XI. 
Garl6sung: 263,0cem m/10 brenztraubensaures Na, entsprechend 2,32 g 
Saure, 100,0cem m/2 Phosphatpuffer (pq 7) und 37,0 ccm Bakterien- 
suspension. Versuchsbedingungen: Anaerob, N,-Atmosphare; py: 7,12 
bis 7,20. Garzeit 12 Stunden. 





Milchsdure Essigsiiure Ameisensiure Alkohol 





Entsprechend Entsprechend 
°/9 Brenz- 0), Brenz- 
traubensdéure traubensdure 


447 18,8 1260 79,8 Spuren Spuren 


Die Vergairung der Brenztraubensaure verliuft bedeutend schneller 
als diejenige der Glycerinsiure bzw. Phosphoglycerinséure. 

Wie bei der Vergirung der Glycerinsaure bzw. Phosphoglycerin- 
siure ist auch hier die C,-Saure tiberwiegend in Essigsiure umgesetzt 
worden. 

Im Gegensatz zu den erstgenannten Garungen hat eine betrachtliche 
Milchsaéurebildung stattgefunden, eine Erscheinung, die auf die Reduk- 
tion der Brenztraubenséure durch den sekundar aus Ameisenséure 
gebildeten Wasserstoff zuriickzufiihren ist. Aus einer ausgegorenen 
Garlésung (3g Brenztraubensaure) ist die Milchséure als Zn-Lactat 
isoliert worden. Nach zweimaligem UmAkristallisieren aus heiBem 
Wasser sowie viertagigem Trocknen im Vakuum, lag das Lactat analysen- 
rein vor. Ausbeute 0,6 g. 

0,385 g Lactat gaben: 0,0493 g H,O und 0,1100g ZnO. 

Zn(C,H;0,;), + 2H,O. Ber.: H,O = 12,9%, ZnO = 29,1% ; 
gef.: H,O 12,8%, ZnO 28,6%. 


2. Die Bildung und die Wiederzersetzung der Ameisensdure. Um die 
Bildung und Wiederzersetzung der Ameisenséure beim Verlauf der 
Garung zu verfolgen, wurde der nachstehende Versuch ausgefiihrt 
(Tikka, 1934). 
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Tabelle XII. 


Garlésung: 171,0cem m/10 brenztraubensaures Na, 2g CaCO, und 10 
frische Bakterien. Totalvolumen 400,0cem. py 6,40 bis 6,28. 





Brenztrauben- 


Zeit shure Essigsiure Ameisensiiure Verhiiltnis 


entsprechend entsprechend HCOOH: 


entsprechend . : : : 
7 2¢ 0 NaQO 2c 0 NaO ( COO 
Std, | cem n/10 NaOH cem n10 NaOH  cem n 10 NaOH H3 H 


Wasserstott 
eem 


0 171 0 0 
2 — 53 29 
4 101 49 
18 109 23 


Aus der Tabelle XII geht folgendes hervor : 

1. im Anfang werden héchstwahrscheinlich aquivalente Menge 
Essigsiiure und Ameisensiure gebildet, da aber die letztgenannte in 
Wasserstoff und Kohlendioxyd zerfallt, wird das Verhaltnis Ameisen 
siure : Essigsiure immer kleiner. 


der theoretischen Menge. Dies erklart sich aber daraus, daB bis zu 


2. Der gebildete Wasserstoff entspricht anfangs bei weitem nicht 


28°, der urspriinglichen Brenztraubenséure durch den nascierenden 
Wasserstoff zu Milchséure reduziert werden (s. Tab. XITI). 

In bezug auf den Reaktionsmechanismus der Aufspaltung der bei 
der Garung intermediar gebildeten Brenztraubenséure durch B. coli, 
ist in der Literatur ganz allgemein die carboxylatische Zersetzung dieser 
Saure im Sinne Veubergs als die wahrscheinlichste anerkannt worden. 
Mit einem Extrakt aus faulendem Fleisch, der u.a. wohl auch Coli- 
bakterien enthielt, war es Newberg (1914) gelungen, die Brenztrauben- 
siure in Essigséure und Ameisenséure zu verwandeln; er vermutete, 
daB die Ameisenséiure ihre Entstehung einer Reduktion des Kohlen- 
dioxyds durch den abgespalteten Wasserstoff in statu nascendi ver 
dankt (Formel I), oder daB die Bildung der Ameisensiure sowie der 
Essigsiure als eine hydroklastische Reaktion angesehen werden kann 
(Formel IT): 

I. CO, + H, = HCOOH 
Il. CH,COCOOH + H,O CH,COOH HCOOH 


Da aber Neuberg und Nord (1911) gefunden hatten, da® durch 
B. coli aus Zucker Acetaldehyd erzeugt wird, und Neuberg und Windisch 
(1923) festgestellt hatten, daB dieser Erreger Acetaldehyd quantitati 
zu dismutieren vermag, und da ferner diese Bakterien tiber Carboxylase 
verfiigen (Wagner, 1913), haben Newberg und Gorr (1925) fiir den Umsatz 
der Brenztraubensaure auch folgende Formulierung erwogen: 


1. CH,COCOOH = CH,CHO + CO, 
2. 2CH,CHO + H,O = CH,CH,OH + CH,COOH 
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Glucosevergarung durch B. coli. 281 


Dieser Auffassung (carboxyl. Spaltung) haben sich auch Scheffer 
(1928), sowie Graaff und Le Févre (1925) angeschlossen. Die letzt- 
genannten Autoren haben fiir die Vorgaénge bei der Vergarung der 
Brenztraubenséure folgendes Schema aufgestellt : 

CH, CH, 


COCOOH CHO + CO, (Carboxylasewirkung) 
CH, CH, 


CHO H,O COOH H, (Hvdroxydation) 


Dab diese Garung jedoch nicht nach der obenstehenden Formulicrung 
verlauft, geht aus der soeben beschriebenen Versuchsserie hervor. 
Dabei haben sich naémlich betréchtliche Mengen Ameisenséure nach- 
weisen lassen, und man kann sich den Umsatz der Brenztraubensiure 
ganz ohne Carboxylasewirkung wie folgt vorstellen: 


1. CH, CH, 


COCOOH + H,O — COOH + HCOOH 


2. HCOOH — H, + CO, 

Diese Formel besagt, daB die Brenztraubenséure hydroklastisch in 
aquimolare Mengen Essigséure und Ameisensdéure aufgespalten wird. 
Die Reaktion verliuft mit hinreichend groBer Geschwindigkeit, um die 
vielleicht stattfindende carboxylatische Aufspaltung véllig aufzuwiegen. 
Die Ameisensaure ihrerseits wird zum Teil in Kohlendioxyd und Wasser- 
stoff zersetzt, und durch den letztgenannten wird die im Uberschub 
vorhandene oder bei der Vergéirung der Glucose immer neugebildete 
Brenztraubensaéure zu Milchséure reduziert. 

Die reichliche Milchséurebidung bei der Vergérung der Brenz- 
traubenséure spricht dafiir, daB man der in der Literatur ganz allgemein 
herrschenden Auffassung, wonach die Umbildung der Glucose zu Miich- 
siure bei Colibakterien eine selbstandige, von den anderen Teilreaktionen 
unabhangige Reaktion darstellt, nicht ohne weiteres beistimmen darf. 
Kinige spater zu erérternde Umstande weisen namlich auf eine enge 
Wechselbeziehung zwischen der Milchsdéurebildung und der Aufspaltung 
der Brenztraubenséure hin. 


3. Die Einwirkung der H’-Konzentration auf die Vergarung der Brenz- 
traubensdure. Oben (S.276) ist bereits sichergestellt worden, daB die 
Reaktionskette Glucose  Hexosediphosphorsaure nicht diejenige Phase 
der Garung darstellt, bei der die H’-Konzentration auf den Garungsver- 
lauf einwirkt. Die Frage, ob sich dieser EinfluB zwischen den Etappen 
Hexosediphosphorséure —» «-Glycerinphosphorsaure -+- Phosphoglyce- 
rinsaure geltend macht, mu8 dahingestellt bleiben, weil die dafiir 
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in Betracht kommenden Sauren (Milchséure, Essigsaure und Ameise 
séure) noch nicht auf dieser Stufe entstehen. DaB die Umwandlung d 
Brenztraubensaéure die gesuchte Phase bei der Girung darstellt, wird 
dureh den folgenden Versuch sehr wahrscheinlich gemacht. 

Aus den Versuchen geht eine bemerkenswerte Einwirkung de: 
Aziditatsverhaltnisse auf den Umsatz der Brenztraubenséure hervo: 
ganz ahnlich wie sie bei der Vergérung von Glucose bzw. Hexos 
diphosphat festgestellt worden ist. 


Tabelle XIII. 
Garlosungen. Versuch a), bei saurer Reaktion: 85,0 cem m/10 brenztrauben- 
saures Na, 25,0 cem Bakteriensuspension und 2 g CaCO,; px: 6,40 bis 6,52, 
Versuch b), bei alkalischer Reaktion: 85,0 cem n/10 brenztraubensaures Na, 
25,0 ecm Bakteriensuspension und 3 g NaHCOs,, py: 7,38 bis 7,45. Garzeit 
18 Stunden. 





Ameisen- Brenz 
siure Ameisen- trauben 

; i ° ‘ : : ee saure saure 
entsprechend ° 9 — entsprechend ° 9 : Essig- wieder 
P= Y r= . as 

Brenztrauben- 6 & Brenztrauben- ro vl siure gefunden 


siure funden séiure 0/5 


Milchs&ure Essigsaéure 
g 


Versuch 
mg ge- 
funden 


28,0 371 12; 58 4 100,7 


2,7 
15,8 429 84,1 138 i 100,0 


In dem Schema: 


Brenztraubensiure <a + Ameisensiure (A) > CO. + H2(C) 
Milchsaure (B) 

ist die Reaktion (B) wohl nicht als enzymatisch aufzufassen ; sie diirfte 
vielmehr durch eine rein chemische Reduktion der Brenztraubensaur 
mittels des aus der Ameisensiure abgespalteten Wasserstoffs in statu 
nascendi bedingt sein. Diese Reduktion wird bei den hier verwendeten 
kleinen pu-Intervallen vermutlich nicht von der H’-Konzentration 
beeinfluBt. Da die Ameisensiure sowohl bei saurer als bei alkalische: 
teaktion immer in Uberschu8 vorhanden ist, kann die Milchsaure- 
ausbeute nicht von der Geschwindigkeit der Ameisensaurebildung 
d. h. der enzymatischen Reaktion (A) abhangig sein. Somit scheint di 
Geschwindigkeit der enzymatischen Zersetzung der Ameisensdure fiir di 
Milchsdéurebildung von ausschlaggebender Bedeutung zu sein. Dieser 
Befund steht ja auch in guter Ubereinstimmung mit den sowohl bei de 
Vergarung der Glucose als auch bei dem Umsatz der Brenztraubensaur 
gemachten Erfahrungen. Es ist in beiden Fallen neben einer gréBeren 
Milchséureausbeute eine kleinere Ameisenséureausbeute festgestellt 
worden. Bemerkenswert ist, daB die Ameisenséure bei saurer Reaktion 
weit leichter als bei alkalischer Reaktion zu Kohlendioxyd und Wasser- 
stoff zersetzt wird (s. Tabelle IV und V). 
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Bei der Vergaérung der Glucose ]aBt sich jedoch der Mechanismus 
der Milchséurebildung bzw. der Entstehung der fliichtigen Sauren im 


oben erwaéhnten Sinne nicht klar iibersehen. Im Zusammenhang damit 
wird némlich bei saurer Reaktion praktisch gar keine Essigsdure ge- 
bildet, was fiir den Ausfall der Reaktion (A) spricht. Demnach dirfte 
auch eine Bildung von Milchséure ausgeschlossen sein. Daraus folgt, 


daB der Umsatz der Brenztraubenséure mit einer anderen Wasserstoff 
liefernden Teilreaktion eng verkniipft sein muB; oder es muB die Milch- 
saure auf eine andere Weise gebildet werden. Diese Frage wird weiter 
unten in anderem Zusammenhang der Betrachtung unterzogen (s. S. 284). 

In den bisherigen Schemata fehlt der Alkohol bzw. dessen Bildungs- 
mechanismus. In der Reaktionskette ist Alkohol von der Stufe der 
Phosphoglycerinséure ab nur spurenweise gebildet worden, was uf die 
geringfiigige carboxylatische Aufspaltung der Brenztraubenséure und 
‘ie sich daran anschlieBende Dismutation des Acetaldehyds zuriick- 
zufiihren ist. Unter diesen Umstanden schaint |der Alkohol seine Ent- 
stehung der weiteren Umwandlung der intermediar gebildeten %-Glycerin- 
phosphorséaure zu verdanken zu haben. Im folgenden werden einige 
Versuche iiber die Vergaérung des Glycerinphosphorsaureesters —be- 
schrieben. 

Kk. Der Umsatz der «-Glycerinphosphorsaure. 

In dem Hardenschen Schema (1901) fiir den Umsatz des Glycerins 
durch B. coli communis haben wir wohl auch fiir den Abbau des Glycerin- 
phosphoresters durch den genannten Erreger ein Vorbild: 


CH,OH CH, HCOOH 
CHOH CH,OH 


CH,OH CO, + H, 

Glycerin Alkohol 
Diese Formulierung ist von Braak (1928) prinzipiell bestatigt worden, 
obwohl er selbst zu einem recht komplizierten Schema gelangt. 

Durch den bei dieser Arbeit verwendeten Colistamm wird das 
Glycerin nur sehr schwer angegriffen, und sogar bei wiederholten Ver- 
suchen mit an diese Substanzen gew6hnten Bakterien blieb die Garung 
gewohnlich aus. Das Hardensche Resultat konnte jedoch bestatigt 
werden (Tikka, 1935). 

Noch schwerer als das unphosphorylierte Glycerin wird die Glycerin- 
phosphorséure durch B. coli umgesetzt. Im der zur Anwendung ge- 
kommenen synthetischen Saure sind zwei Isomere, die x-. und die 
6-Glycerinphosphorséure enthalten, von denen die f-Saure weder durch 
Hefen noch durch Muskelextrakt angegriffen, die mit der natirlichen 
Saure identische x-Modifikation dagegen von jenen mit betrachtlicher 
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Geschwindigkeit umgesetzt wird (siehe jedoch Schuchardt, 1935). Unt: 
wird ein Garversuch mit der synthetischen Glycerinphosphorsaur 
(,.Kahlbaum) (zu Na-Salz verwandelt) beschrieben. 


Tabelle XIV. 
Garlosung: 100,0cem Glycerinphosphorséurelésung, entsprechend 
freier Saure (aus P-Bestimmung berechnet), 10g frische Bakterien und 
2g NaHCO,. Totalvolumen 300,0cem. py 7,38 bis 7,22. Giarze 
72 Stunden. 





Ameisensdure Alkohol 


mg gefunden mg berechnet °/9 gefunden ing gefunden mg berechnet 
Spuren 97 124 


Die Prozentzahlen beziehen sich auf das vergorene Glycerin (aus 
dem entbundenen P,O, berechnet). Die minimale Ameisensiure 
ausbeute kann durch den sekundaéren Zerfall dieser Saéure in Kohlen- 
dioxyd und Wasserstoff bei der langen Versuchszeit erklart werden 
Nach diesem Versuch zu schlieBen, verlauft die Zersetzung der Glycerin 
phosphorséure offenbar analog derjenigen von freiem Glycerin, d. | 
folgendermaBen: 

CH,OH HCOOH 


CHOH + H,O = 4 H,PO, 


CH,OPO,H, CH,CH,OH 


Vorausgesetzt, daB diese Teilreaktion, im Falle ihrer Wieder. 
einschaltung in die Gesamtreaktionskette der Glucosevergaérung, mit 
geniigender Geschwindigkeit verliuft, kann das schon angegebene 
Schema (S. 274) in bezug auf den Umsatz der x-Glycerinphosphorsaure 
nunmehr ergéinzt werden. 

An dieser Stelle muB ich auf eine schon friiher gestreifte Frage ein 
gehen. Wie bereits erwahnt, stimmt der Mechanismus der Milchsaure- 
bildung aus der intermediaér gebildeten Brenztraubensdéure bei der 
Glucosevergarung nicht in allen Punkten mit dem Mechanismus der 
isoliert ablaufenden Umsetzung der Brenztraubensaure tiberein. [Es 
wurde betont, da} der Wasserstoff, der die Reduktion Brenztrauben- 


sdéure ~ Milchsaure zuwege bringt. seine Bildung wenigstens bei saure! 
Reaktion nicht der Zersetzung der aus Brenztraubenséure gebildete 
Ameisenséure verdanken kann, sondern durch andere Teilreaktionen 
erzeugt sein muB. Durch die Umsetzung der «-Glycerinphosphorsaur 
kann nun unter geeigneten Versuchsbedingungen eine zur quantitativen 
Reduktion der Brenztraubenséure zu Milchséure ausreichende Meng 


+ 


Wasserstoff gebildet werden. Die einzige Voraussetzung hierfiir ist 
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dab die Zersetzung der Ameisensaure und die Bildung der Brenztrauben- 
sure aus Phosphoglycerinsdure gleichzeitig dabei verlaufen, d.h. dab 
die beiden Reaktionen in einem Kupplungsvorgang miteinander ver- 
kniipft sind. Diese der Alkoholbildung entsprechende Phase beim 
Verlauf der Glucosevergérung kann nun wie folgt formuliert werden: 
«-Glycerinphosphorsaure Phosphoglycerinsaure 
| 


Essigsaure 


v 
\lkohol + Ameisensiure > CO, + H, > Brenztraubensaure 


Ameisensaure 


v 
Milchsaure v 
CO, + Hy 


Besprechung der Versuchsergebnisse. 
Bei den Versuchsserien des vorigen Abschnitts sind einige Beob- 
achtungen gemacht worden, die unter bestimmten Voraussetzungen die 


(aus ; ; : ik : a : 
: Aufstellung des folgenden Schemas iiber den Verlauf der Vergarung der 
AUT : : 

“- Glucose durch B. coli gestatten: 

me 

. Glucose 
rden ilucose 
ae _ 

enone Hexosediphosphorsiure 
d. h 

2 Dioxyacetonphosphorsaure 
\ 

~ . ‘ 4 ° 
a-Glycerinphosphorsiure Phosphoglycerinsaure 
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»bene CO + Hy 

— Beziiglich der Etappe Glucose -» Hexosediphosphorsaure haben die 
Fragen nach dem Reaktionsmechanismus sowie nach dem Charakter 

— und der Funktion der Phosphorylierung beim Abbau der Kohlenhydrate 
_— im allgemeinen bisher noch keine Lésung gefunden; sie miissen deshalb 
i det auch hier dahingestellt bleiben. Bei der vorliegenden Arbeit ist eine 


, der durch B. coli bewirkte Phosphorylierung festgestellt worden, die als 
- Es Hexosediphosphorséure berechnet, bis zu 15°, der urspriinglichen 
uben- Glucose betrifft. 

aurel Die Phase Hexosediphosphorsdéure -> 2 Dioxyacetonphosphorséure 
deter ist von Weyerhof bei der alkoholischen sowie der Milchséuregarung im 
ionen Muskel sichergestellt worden. Bei der vorliegenden Arbeit ist die Bildung 
von Methylglyoxal aus Hexosediphosphorsaiure nachgewiesen worden. 
Dies kann in Anlehnung an We yerhof gedeutet, somit fiir das Auftreten 


‘saure 


itiven 
Teng der Dioxyacetonphosphorsiure bei dem Glucoseabbau auch durch 


B. coli sprechen, 





J. Tikka: 


Die Dismutation zweier Triosen nach Phosphorylierung zu Glycerin 
saure und Glycerin hat Virtanen bei Colibakterien festgestellt. Duré 
die Arbeiten von ELmbden und Meyerhof ist diese Reaktion auch bi 
zuglich der Triosephosphorséure bei der Milchsaéure- und alkoholische:, 
CGarung realisiert worden. Bei der vorliegenden Arbeit gelang de 
Nachweis, dab die Hexosediphosphorsiure durch B. coli in_ nicht 
reduzierende Ester umgewandelt wird; es wurde angenommen, dat) 
es sich dabei um ein Gemisch von g-Glycerinphosphorsaure und Phospho 
glycerinsaure handelt, und daB die Bildung dieser Ester auf die Dis 
mutation zwischen zwei Molekilen Triosephosphorsiure zurtickzu 
fiihren ist. 

Die glatté Umsetzung der Phosphoglycerinsaure zu Brenztrauben- 
siure durch B. coli ist von Antoniani sichergestellt worden. Bei der 
vorliegenden Arbeit konnte die auch bei B. coli allgemein als wahrschein- 
lich angenommene carboxylatische Zersetzung der Brenztraubensaéure 
nicht beobachtet werden. Es wurde vielmehr festgestellt, daB diese Saure 
tells hydroklastisch zu Essigsiure und Ameisensiure aufgespalten, teils 
zu Milchsiure reduziert wird. Die Richtung der Umwandlung de: 
Brenztraubensiure wird dabei weitgehend durch die Aziditatsverhaltnisse 
bestimmt ; bei geeigneter H’-Konzentration ist eine Reduktion zu Milch- 
siure bis zu einem Betrage von 28°, der zugesetzten Brenztraubensaur 
festgestellt worden. Dadurch kann die allgemein herrschende Auffassung 
wonach die Milchséurebildung bei B. coli eine selbstandige, von anderen 
Teilreaktionen unabhangige Garung darstellt, in Frage gestellt werden 

Die Zersetzung des Glycerins in Ameisensiure und Alkohol ist von 
Harden beobachtet. Analog wie die Zersetzung des Glycerins verlauft, 
wie hierbei gefunden wurde, auch die Umwandlung der «-Glycerin 
phosphorsaure. 

Zusammenfassend seien noch die quantitativen Verhaltnisse, 


experimentelle Versuchsergebnisse einerseits und die entsprechenden. 


aus der oben vorgeschlagenen Formulierung berechneten Zahlen andere 
seits tabellarisch wie folgt wiedergegeben: 


Tabelle XV. 





Milchsiure Essigsaure Ameisensiure Alkohol — H» 5 
Glucose 


Bei Bei Bei Bei Bei Bei Bei Bei Bei Bei 
saurer alkal, saurer alkal. |saurer alkal. saurer= alkal. saurer alka! 
Reak- Reak-| Reak- Reak-| Reak- Reak- | Reak- Reak- Reak- Reak 
tion tion tion tion tion tion tion tion tion tion 


» aus 
Glucose 

gefunden) 46,3 = 2,7 45 34, 2, 26,8 21,1 
> aus 

Glucose 


berechnet 50,0 33. 38,3 | 33,3 
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Glucosevergarung durch B. coli. 

Aus der Tabelle XV erhellt eine enorme Einwirkung der Aziditats- 
eranderungen auf den Verlauf der Garung. Die Ausbeuten an Milch- 
~iure einerseits und an fliichtigen Sauren andererseits stehen je nach den 
\ziditatsbedingungen im umgekehrten Verhaltnis zueinander. Be- 
ichtenswert ist die ausnamslose Konstanz der Alkoholbildung, was fiir 
eine halftige Teilung irgendeines Zwischenproduktes vor der Phase 
der Aziditatseinwirkung spricht. Diese Teilung findet auf der Stufe 


der Triosedismutation statt : aus dem einen Teil wird tiber die x-Glycerin- 
phosphorsaure der Alkohol gebildet, der andere Teil bildet iiber Phospho- 


glycerinsaure Brenztraubenséure, welche gar nicht carboxylatisch auf- 
gespalten wird, sondern bei saurer Reaktion zu Milchsaure reduziert, 
bei alkalischer Reaktion in Essigsaure und Ameisensadure zersetzt wird. 

Aus der Tabelle XV geht ferner eine gute Chbereinstimmung 
zwischen den gefundenen und den aus dem Schema berechneten Saure- 
ausbeuten hervor: das Defizit an Ameisensiure bei der alkalischen 
Reaktion kann leicht durch die gefundenen Kohlendioxydmengen (bis 
11%; Tikka, 1935) kompensiert werden. Die allzu kleine Alkohol- 
ausbeute sowie bei der sauren Reaktion die Wasserstoffbildung lassen 
sich aber durch das vorgeschlagene Schema nicht leicht erklaren. Die 
geringe Alkoholbildung kénnte jedoch in folgender Weise erklart werden : 
Wie schon erwahnt, produzieren manche Colistémme weit mehr als die 
aus dem jetzt vorgeschlagenen Schema berechnete Menge Milchsdure. 
Dieser Umstand spricht offensichtlich dafiir, da die Richtung der 
Glucosespaltung auf irgendeinem Stadium zugunsten der Milchsaure- 
bildung und natiirlich auf Kosten der Bildung anderer Garprodukte 
verandert wird. Dies kann so zustande kommen, wie die quantitative 
Umbildung der Glucose in Milchséure bei der Milchséuregarung nach 
Embdens Schema, namlich dadurch, da bei der zwischen %-Glycerin- 
phosphorséure und Brenztraubensaure stattfindenden Oxydoreduktion 
die erstere Séure immer zum Verschwinden gebracht wird. Daraus folgt 
im Sinne des jetzt vorgeschlagenen Schemas unbedingt ein Rickgang 
der Alkoholbildung. Méglicherweise kénnen hierbei auch Faktoren von 
ausschlaggebender Bedeutung sein, die in diesem Schema nicht in 
Setracht gezogen sind. Ist es doch Cattaneo und Neuberg (1934) ge- 
lungen, die von Colibakterien verursachte Vergarung der Hexose- 
diphosphorséure durch einen Glutathionzusatz in eine echte Milch- 
siuregarung umzustellen. Es ware deshalb nicht undenkbar, dab die 
Garungsrichtung durch den verschiedenen Glutathiongehalt der 
Bakterienzellen in dem obenerwahnten Sinne verandert werden kénnte. 

Die Bildung des gasférmigen Wasserstoffs bei der sauren Reaktion 
ist nach dem vorgeschlagenen Schema ausgeschlossen, da der aus 
Ameisensaure gebildete Wasserstoff quantitativ auf die aus Phospho- 
glycerinsiure entstehende Brenztraubensaure tibergefiihrt werden mul. 





ILS J. Tikka. 


Wenn auch der gasformige Wasserstoff seine Bildung zum Teil der bi 
diesem Schema offengelassenen Reaktionskette Glucose —» Bernstein 
saure zu verdanken hatte, so laBt die Wasserstoffbilanz bei dieser Garun 
sich nicht klar vibersehen. Es ist niimlich nur rund der dritte Teil vo; 


dem aus der Ameisensdéure abgespalteten Wasserstoff verschwunden 
Da jedoch (Tabelle Il) eine nahezu theoretische Menge Milehsaiur 
gebildet ist, so muB man entweder die Milehsaiure zum Teil etwa iibe: 
Methylglyoxal nach Neuberg, oder den Wasserstoff auf irgendeine in dem 
vorgeschlagenen Schema nicht in Betracht gezogene Weise gebildet 
denken. Die Bildung der Milehsiure und des Wasserstoffs verlangt 
somit noch weitere Untersuchungen. 
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Uber die jodometrische Bestimmung des Muskelguanins. 
Von 
A. Dmochowski, A. Zajdenman und A. Rabanowska. 
(Aus dem Institut fiir physiologische Chemie der Universitat zu Warschau. ) 


(Eingegangen am 3, Juni 1935.) 


Die allerneuesten biochemischen Forschungen tiber den Wirkungs- 
mechanismus der Vitamine und Hormone streben in der Richtung 
einer Beiordnung desselben zu gewissen enzvmatischen Prozessen. 


Als Beispiel dieser Bestrebung kénnen die unlangst erschienenen 
Arbeiten von Euler und Schmidt (1) und Ehrensvdrd und Schmidt (2) iiber 
Purin-N 
Gesamt-N 
und die Purindesaminasen in den Geweben gelten. Die Schwankungen des 
Verhaltnisses Np./N waren schon friiher von Schaeffer und Le Breton (3), 

Truszkowski (4) und Dmochowski (5) untersucht. 

Mit Riicksicht auf den gewaltigen Uberflu8 an Extraktivpurinen in 
Muskeln [Dmochowski (6), Parnas (7), Ostern (8)] scheint uns die SchluB- 
folgerung von Euler und Schmidt (1) iiber die Kernpurinschwankungen 
nicht geniigend begriindet zu sein. Zwar haben Schmidt und Engel (9) und 
Schmidt (10) einen hohen Muskelguaningehalt auf enzymatischem Wege 
erhalten (23 bis 27 mg-°4), jedoch haben frither schon Dmochowski (6) und 
neuerlich Umschweif (11) viel geringere Mengen isolieren kénnen (7 bis 
10 mg-%). 


den Einflu8 des Carotins auf die Veranderungen im Verhaltnis von 


Im Bestreben nach einer Erklarung dieser Widerspriiche und nach 
der Ausarbeitung einer rationellen Bestimmungsmethode des Gewebe- 
guanins, haben wir es versucht, die Beobachtungen von Grynberg (12) 
uber die selektive Oxydation von Guanin, Xanthin und Harnséure im 
Gegensatz zu Adenin, Hypoxanthin und Methylopurinen mittels Hypo- 
jodit nach der Methode von Willstdtter und Schudel (13) zu verwerten. 
Grynberg hat namlich festgestellt, daB nur einige Purine im freien 
Zustande Jod binden kénnen, und zwar Guanin und Xanthin im Ver- 
haltnis von 2 Mol J, auf 1 Mol Purin. 

Da Guanin und Xanthin eine gleichartige Jodbindung aufweisen 
(leem n/l0 J entspricht 3,78 mg Guanin oder 3,805 mg Xanthin), 
konnte eine ziemlich energische Gewebehydrolyse angewendet werden, 
ohne eine teilweise Desaminierung des Guanins befiirchten zu missen, 
wodurch die Reinigung der Purine durch Fallung derselben nach der 
Methode von Kriiger und Schmidt erleichtert war. Nach Dmochowski (6a) 
ist eine griindliche Reinigung der nach der Muskelextraktion wbrig- 
gebliebenen Purinfraktionen auBerst schwierig und bedarf drei bis fiinf 
Fallungen mit CuSO, nach Kriiger und Schmidt. Neuerlich hat Fr. 
Zajdenman in unserem Laboratorium mehrere Versuche durehgefihrt, 
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290 A. Dmochowski, A. Zajdenman u. A. Rabanowska: 


um eine jodometrische Gewebeguaninbestimmungsmethode  auszu 
arbeiten. [Uhre Versuche bestatigen die Ergebnisse von Dmochowski (6 
und Umschweif (11) und die erhaltenen Muskelguaninmengen erreiche) 
nur die Halfte der Zahlen von Schmidt und Engel (9). 


Experimenteller Teil. 


Zum Experiment wurden frische Kaninchenmuskeln und gekauftes 
Rindfleisch verwandt. Nachdem es durch die Maschine getrieben war, 
wurde das zerhackte Fleisch in Portionen von je 100 bis 200 g mit kochendem 
Wasser extrahiert (beim Kaninchentleisch sofort nach dem Tode, zwecks 
Vermeidung von eventuellen enzymatischen Prozessen). Nach drei- bis 
viermaliger Extraktion wurden Niederschlag und Extrakt besonders hydro 
lysiert (meistenteils 4 Stunden), wobei auf 100g Niederschlag 500 ccm 
5 bis 20% ige H, SO, zugesetzt wurden, nach Kriéyer und Schmidt gefallt, mit 
H,S zerlegt, abzentrifugiert, und das CuS griindlich ausgewaschen. Das 
Umfallen wurde drei- bis viermal wiederholt. Endlich wurde das Filtrat, 
um die Beseitigung von Spuren von H,S zu erzielen, mit 5°%Giger H,SO, 
gekocht, eventuelle Schwefelspuren abzentrifugiert, 5 bis LO cem n/l0 Jod 
hinzugefiigt, mit 20°,iger Natronlauge tropfenweise bis zur Strohfarbuny 
alkalisiert, 15 Minuten stehengelassen, mit 5° iger H, SO, angeséuert und mit 
n/10 Thiosulfat titriert’. 


Im allgemeinen wurden untersucht: 1. unextrahierte, frische 


Kaninchenmuskeln, 2. dieselben Muskeln nach der Extraktion, 3. der 

Muskelextrakt. Ebenso wurde das gekaufte Rindfleisch behandelt. 
Wie aus der Tabelle I zu sehen, ist fiir die SchluBergebnisse de1 

Guaninwerte die Anzahl der Umfallungen als Cuprosalz ausschlag- 


Tabelle LI. 





Anzahl der ., 
Gewebe- |¢ “Tl sey Gebundenes Muskel- 
Cu-Fallungen “ “si 
menge in Parallelbe- Jod in guanin in Bemerkungen 
ing stimmungen ® 10 ecm mg-°/o 


30 4,08 51,40 


30 2,43 30,61 

30) ‘ 1.70 22.03 900 g Rindfleisch 4 Stunden mit 
31) 092 1156 10°/piger Hy»SO, hydrolysiert 
é 92 5 


30 E 0,92 11,56 


‘ ‘ a 9 
30 1,74 21,81 Dasselbe hydrolysierte Fleisc! 
30 0.87 10,96 wiederhydrolysiert mit 

30 f 0.87 10,96 20/oiger HySO, (2 Stunden) 
50 $ 910 15.87 Kaninchenmuskeln. Hydrolyse 
9'05 5 AO) mit 5%/giger H,SO,, dann mit 

50 2,09 15,5 20% /oiger Hy SO,. 
100 ¢ 0.5 1,89 Extrakt derselben. Hydroly 
mit 10°/9iger HySQ,. 

' Die in der Kontrollprobe verbrauchte Menge Jod wurde von der im 
Versuch mit Guanin erhaltenen Jodmenge subtrahiert. Die Umrechnung 
erfolgt dann unter Zugrundelegung des bewahrten Verhaltnisses, nach dem 
1 cem n/10 J-Lésung 3,78 mg Guanin entspricht. 
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cebend. Die mit Jod gemessenen Guaninwerte in mg-°, fielen anfangs 
vewaltig und wurden konstant nach vier- bis fiinfmaliger Umfallung bei 
einem annahernden Wert von 11 bis 12 mg-°% im Rindfleisch und 12 bis 
15 mg-° in den Kaninchenmuskeln. 

Der eventuelle Guaningehalt des Extraktes war, dem Jodverbrauch 
nach zu beurteilen, minimal, was mit den friiheren Ergebnissen von 
Dmochowski und Umschweif iibereinstimmt. Jedoch hat unlangst 
Klein (14) schwache Jodbindung mit Hypoxanthin (ungefaéhr achtmal 
schwacher wie mit Guanin) festgestellt, und diese Feststellung erklart 
vollkommen die geringe Jodbindung von Purinen aus hydrolysiertem 
Muskelextrakt, in welchem, insbesondere wenn es sich um nicht ganz 
frisches Fleisch handelt, groBe Mengen von Hypoxanthin aus Inosin- 
siure entstehen. 

Die durch weitere Umfallungen hervorgerufene Verminderung der 
gebundenen Jodmenge stimmt mit dem von Dmochowski (6a) schon 
friiher beobachteten Fallen des Purinstickstoffs in den extrahierten 
Kaninchenmuskeln (nicht im Extrakt) von 40 bis 45 mg-°,, Np nach 
den gewohnlich angewendeten zwei Cu-Fallungen aut 18 bis 15 mg-°,, Np 
nach vier bis fiinf Umftallungen. 

Dieses Sinken der Werte wird nicht durch Verluste an Guanin ver- 
ursacht, wie es Experimente nach Hinzufiigen von Guanin zu Muskeln 
bewiesen haben, sondern durch die allmahliche Beseitigung von hart- 
nackigen Nichtpurinverunreinigungen oder méglicherweise durch die 
Abtrennung eines nicht naher erforschten Purins, welches friiher von 
Dmochowski (6) isoliert worden ist und von Oxyadenin verschieden ist. 

Schmidt (10) empfiehlt Stickstoffverunreinigungen (nach schwacher 
Hydrolyse) mit wolframsaurem Natrium zu beseitigen. Bei Wieder- 
holung unseres Experiments nach Zusatz von wolframsaurem Natrium 
wurde tatsdchlich eine gewisse giinstige Wirkung erzielt, und zwar eine 
bedeutende Verminderung der gebundenen Jodmenge schon nach der 
ersten Cu-Fallung. 

Tabelle LI. 





. Anzahl der 

Gewebe- Cy-Fallungen Gebundenes Muskel- 

menge in Parallelbe- Jod in guanin in Bemerkungen 
ing stimmungen n10cem mg-°/o 


30 1,16 14.61 Hydrolysat des mit 5 %/oiger 
30 1.06 13,36 H,S0, hydrolysierten Rind- 
30 ¢ 0.87 10.96 fleisches mit 50 cem 10°/,igem 
VY af ‘ 


: ts * wolframsaurem Natrium ge- 
30 q 0,87 10,96 reinigt. 


Der Endgehalt an Guanin nach drei Cu-Fallungen war identisch mit 
dem vorherigen, welcher ungefihr 11 bis 12 mg-°, nach vier bis fiinf 
Umfallungen betrug. Es wurde gleichfalls festgestellt. daB der nach 
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Kriger und Schmidt bestimmte Gesamtpurinstickstoff der Kaninche 
muskeln sofort nach Fallung mit wolframsaurem Natrium von 90 mg- 
Np (ohne wolframsaures Natrium) auf 60 mg-°, Np sank, was mit den 
von Schmidt (10) sowie Euler und Schmidt (1) durechschnittlich © 
haltenen Gesamtpurinstickstoffwerten (70 mg-°4 Np) vollkomm« 
iibereinstimmt. 


Die Konstanz der erhaltenen Zahlen erméglichte das Ausarbeit: 
einer Mikromethode der Gewebeguaninbestimmung. In ihren noc! 
nicht beendeten Versuchen iiber die Guaninbestimmung in normal: 
und Tumorgeweben ist Rabanowska, bei Gebrauch einer Menge von 
5 bis 10 g Muskeln und n/100 J, nach Reinigung des Hydrolysats mit 
wolframsaurem Natrium (2 Stunden Hydrolyse mit 2% iger H,SO,) und 
drei bis vier Cu-Faliungen (ohne Cu-Uberschu8), zu Ergebnissen ge- 
kommen, die von den vormaligen (11 bis 15 mg-°% Guanin in Rind- und 
Kaninchenmuskeln) nicht abweichen. 


Tabelle IIT. 





Gewebemenge Anzahl der Gebundenes Jod pil ee. i 7 Guanin 
ing Cu-Fallungen in cem n/100 Guanin In mg in mg-°') 


6 244 1,02 17 

6 é 2,03 0,77 12,8 
6 1,59 (Verluste) 0,60 10,0 
6 2,09 0,79 13,16 


Jod wird weder durch Adenin, noch durch dessen Derivate ge- 
bunden. Es wurden némlich zum Fleisch bedeutende Adeninnukleotid 
oder Adenosinmengen hinzugefiigt, ohne daB jemals eine Erhéhung det 
Guaninwerte festgestellt werden konnte. Demnach finden die hohen 
Zahien von Euler und Schmidt fiir den Guaningehalt der Muskeln kein 
Bestatigung. Nach Schmidt ist die Guenasewirkung eine auberst 
selektive. Die Adenin- und Cytosinderivate sollen angeblich keiner 
Desaminierung mittels Guanase unterliegen. Wir sind geneigt, zu ver- 
muten, dafS das von Dmochowski gefundene neue Purin (Amino- 
oxypurin) den Guanaseeinfliissen woméglich unterliegen kénnte, um so 
mehr, als Schmidt (10) einen hohen Aminopurinstickstoffwert (15 mg-", 
N), der genau ein Fiinftel des gesamten Purinstickstoffs in Hunde- und 
Kaninchenmuskeln ausmacht, festgestellt hat, und vorher schon Embden 
und Wassermeyer (15) gleichlautende Zahlen erhalten hatten. Parnas 
Dmochowski und Umschweif haben maximal 40 bis 50 mg-°% Adenin- 
stickstoff sogar nach Beriicksichtigung einer gewissen Desaminierung 
des Adeninpyronucleotids gefunden. Also scheint es, als ob Adenin 
und Guanin nicht die einzigen Quellen des Aminopurinstickstoffs seicn 
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Bei sehr sorgfaltiger Reinigung der isolierten Muskelpurine ist es 
jedoch Dmochowski (16) nicht gelungen, seine friiheren Ergebnisse iiber 
die ]solierung eines unbekannten Purins zu bestatigen, und kiirzlich hat 
es auch Schiitz (17) trotz sehr genauer Reinigung (viermaliges Umfallen 
nach Kriiger und Schmidt, einmaliges mit Silber) nicht zuwege bringen 
kénnen, aus Schweineblut das darin von Buell und Perkins (18) und 
Boivin (19) vorgefundene Oxyadenin abzutrennen. 


Sollte das angebliche Aminooxypurin die Ursache der allzu groBen 
(uaninmenge nach ein bis zwei Cu-Fallungen sein, so miubte es nach 
mehrmaligem Umfallen des Guanins entweder als Cu-Salz gelést bleiben 
oder vora Cu-Sulfid adsorbiert werden. 


Wir kénnten auf Grund dieser Annahme auch die starke Ver- 
minderung des Muskelpurinstickstoffs nach vier- bis fiinfmaliger Cu- 
Faillung [Dmochowski (6)] erkliren. Da aber vier- bis fiinfmalige Fallung 
zu umstandlich war, haben wir versucht, aJle Purine zwecks besserer 
Reinigung mit ammoniakalischer Silberlésung zu fallen, und tatsaéchlich 
hat Rabanowska schon nach einer Cu-Fallung und darauffolgender 
Ag-Fallung Guaninwerte erhalten, die den friiher erst nach drei- bis 
vier Cu-Fallungen erhaltenen vollkommen entsprachen. 


Tabelle IV. 





. Gewebe- ee a Guanin Guanin - Bemerkungen 
Nr. mengeé Jod in in mg in mg-9 Mittel 


ing n/100 cem Cu-Ag-Fallung 


0.73 14,6 
0,57 11,4 
0.68 13,6 
0,58 11,6 
0.76 12,6 
0,72 12,0 
0.73 12,1 
0.63 10.5 11.2 Extrahiertes 
0,66 11,0 
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Wenn auch die stérenden Stickstoffverunreinigungen einen Purin- 
charakter besitzen sollten, sehen wir jedenfalls, daB sie nicht in den 
Ag-Purinniederschlag tbergehen. 

Mit der weiteren Aufklarung dieser Frage sind wir jetzt beschaftigt. 
Die Ergebnisse unserer Untersuchungen haben uns zur Einsicht gebracht, 
daB eine schwache Hydrolyse (1 bis 2% H,SO,), darauffolgende Reini- 
gung mit wolframsaurem Natrium, dann eine Cu-Fallung (ohne Uber- 
schuB an CuSO,) und endlich eine Ag-Fallung, vollkommen hinreichend 
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sind, um in kleinen Gewebemengen (0,5 bis 6g, je nach dem Guani: 
gehalt) genaue Guaninbestimmungen zu erzielen. 


Kontrollen mit Guaninzusatz geben ebenfalls giinstige Resultat: 


Tabelle V. 





ie : Guanin gefun- 

Guanin- | Muskel- Jod in  Gefun- den nach Abzug ; 
zusatz menge cemn109 denes von Muskel- Bemerkungen 
in mg Guanin guanin 


1,78 — 4,72 1,78 — 
3.56 pile 9.00 3.40 Hydrolysat mit wolfran 
1,78 9g¢gM. 7,42 2,79 1,6 
3,56 |+9¢ , | 12,32 4,65 3,5 


‘ Saurem Na gereinigt. Cu 
Ag-Fallung. 


Die Durchfiihrung unserer Arbeit wurde teilweise vom Polnischen 
Nationalkulturfonds unterstiitzt. 


Zusammenfassung. 

1. Eine Ubersicht der bisherigen Arbeiten iiber den Guaningehalt 
der Tiermuskeln bringt den Beweis einer ansehnlichen Differenz zwischen 
den von Schmidt und Engel mit enzymatischer Methode erhaltenen 
Zahlen (23 bis 27 mg-°%, Guanin) und den entsprechenden Ergebnissen 
anderer Forscher, insbesondere Dmochowski und Umschweif (7 bis 
10 mg-%%). 

2. Die Guaninbestimmung im Hydrolysat der mit wolframsaurem 
Natrium gereinigten Kaninchen- und Rindmuskeln (Makro- und Mikro- 
methode nach Willstatter und Schudel) ergab ein Resultat, das mit den 
Zahlen von Dmochowski und Umschwei} iibereinstimmend einen Maxima! 
gehalt von 11 bis 12 mg-°%, Guanin aufweist. 

‘3. Der geringe Guanin- und Adeningehalt der extrahierten Muskeln 
weist auf den verhaltnismaBig schwachen Anteil der Kernnucleinsaure 
purine im gesamten Muskelpurinstickstoffhin, und der von Kuler und 
Schmidt beobachtete geringe Zuwachs an Gewebepurinstickstoff nach 
Carotinzufuhr kénnte also demnach, wenigstens was Muskeln an- 
betrifft, keineswegs als Ausdruck eines Kernpurinzuwachses gedeutet 
werden. 

4. Die Ergebnisse der Arbeiten anderer Forscher tiber den Muske!- 
purinstickstoff stehen in keinem Gegensatz mit der Vermutung des 
Vorhandenseins eines neuen Purins in den Muskeln (Aminooxypurin / 
das schon einmal von Dmochowski isoliert worden ist. Dieses Purin lab 
sich jedoch mit ammoniakalischer Silberlésung nicht fallen. 

5. Es wurde eine Mikromethode der Gewebeguaninbestimmung 
ausgearbeitet, die auf einer Gewebehydrolyse, Reinigung mit Wo-Na 
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uanil einer Cu-Fallung, darauffolgender Ag-Fallung und spiterer Oxydation 


mit Hypojodid beruht. 


ultat Literatur. 
1) Euler u. Schmidt, Zeitschr. f. phys. Chem. 228, 215, 1934. 

2) Ehrensvard u. Schmidt, ebenda 227, 177, 1934. 3) Schaeffer u. Le Breton, 
Variations biochimiques du rapport nucléo-plasmatique au cours du 
developpement embryonnaire. Paris, Masson, 1923. 4) Truszkowski, 
Biochem. J. 20, 437, 1926; 21, 1040, 1047, 1926. 5) Dmochowski, ebenda 
22, 1548, 1555, 1928. — 6) Derselbe, ebenda 23, 1346, 1929. 6a) Derselbe, Acta 
Biol. Exp. 4, 51, 1929. 7) Parnas, diese Zeitschr. 206, 16, 1928. — 8) Ostern, 

; ebenda 221, 64, 1930. —9) Schmidt u. Engel, Zeitschr. f. physiol. Chem. 208, 225, 

“agen 1932. — 10) Schmidt, ebenda 219, 191, 1933. 11) Umschweif, Bull. Soe. 
Chim. Biol. 16, 543, 1934. 12) Grynberg, diese Zeitschr. 253, 143, 1932. - 
13) Willstdtter u. Schudel, Ber. 51, 780, 1918. — 14) Klein, Zeitschr. f. physiol. 
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Das Redoxpotential des Glutathions. 
Von 
J, ©. Ghosh und 8, C. Ganguli. 
(Aus dem Chemischen Laboratorium der Universitat Dacca.) 
(Bingegangen am 6. Mai 1935.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Uber die Messung des Oxydations-Reduktionspotentials von 
Cystin und zwei anderen Sulfhydryl-Verbindungen mittels einer neuen 
Reduktionsmethode durch Elektrolyse in situ ist von Ghosh, Ray- 
chowdhury und Ganguli (1933) berichtet worden. Es wurde gefunden, 
daB im Gegensatz zu der Beobachtung von Dixon und Quastel (1923) und 
Michaelis und seiner Mitarbeiter (1929) das System —SH — —S—S 
sich an einer Quecksilberelektrode zwischen py = 7 und py = 9 verhiilt 
wie ein thermodynamisch reversibles System. Das Elektrodenpotential 
dieses Systems wird durch die thermodynamische Gleichung dargestellt : 

ba RT [Sulfhydry]] 


— > Pu _ log 


A) 
I F (Di-sulfid | 


wo E, + 0,079 in allen drei untersuchten Fallen ist. Bei der Wieder- 
holung dieser Versuche mit derselben Methode fand auch Green (1934), 
daB das Potential des Sulfhydryl-Systems der thermodynamischen 
Gleichung (A) folgt. Fiir 2 erhielt er den Wert + 0,080. Wenn jedoch 
das Potential desselben Systems an einer Hilfs- Quecksilberelektrode 
gemessen wurde, zeigte es sich, daB das so erhaltene Potential nicht die 
thermodynamische Gleichung (A) erfiillte, wohl aber die Dixon-Micha- 


elis-Forme] 
” _ 
E,, [/._— mada Pu - log [Sulfhydry]]. (B) 
I I 
Green nahm an, daB das thermodynamische Verhalten des Systems in 
den Versuchen von Ghosh und anderen durch die Bildung eines Queck- 
silber-Sulfhydrylkomplexes bedingt war, welcher nur auf die Queck- 
silberobertliche beschrankt war. Ghosh und Ganguli (1934) konnten 
zeigen, daB diese Hypothese nicht haltbar ist. Sie glauben, daB das 
eigenartige Verhalten des SH —~ —S—S —-Systems an einer gewohn 
lichen Quecksilber-oberflache sehr wahrscheinlich durch das Vorhanden- 
sein eines Sauerstoff- oder Oxyd-films auf der Oberfliche des Metalls 
bewirkt wird. Sie teilten mit, daB, wenn die Quecksilberoberflaiche von 
den letzten Spuren Sauerstoff durch kathodische Reduktion befreit 
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wird, das —SH =~ —S—S—-System sich an jeder Quecksilberober- 
fliche reversibel verhalt. 

Die umkehrbare Natur des —SH =~ —S—S-—-Systems ist auch 
durch Brdicka (1933)durch polarigraphische Messungen erwiesen worden. 
\uch Fruton (1934) war zu demselben Schlu8 durch kalorimetrische 
Messungen gekommen. Er hat auch gezeigt, daB Sulfhydrylverbindungen 
im allgemeinen denselben E)-Wert haben. Allerdings ist der durch ihn 
erhaltene Wert etwas héher (Ey = + 0,235). Hohe Werte fiir 2, wurden 
auch von Williams und Drissen (1930) und Fischer (1930) beobachtet, 
die Cystein mit J,, KJO,, K,Cr,O, oxydierten und versuchten, das 
Redoxpotential durch elektrometrische Titration festzustellen. LZ, 
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Abb. 1. 


schwankte bei ihnen zwischen ++ 0,415 und + 0,453: es hing von dem 
angewandten Oxydationsmittel ab. Aus den Schwankungen dieser 
Ey-Werte und der Abhangigkeit von E, von den angewandten oxy- 
dierenden Agenzien scheint sich zu ergeben, daB die in diesen Fallen 
gefundenen Potentiale nicht die wirklichen Potentiale der reinen Sulf- 
hydrylverbindungen sind. Die elektrolytische Reduktionsmethode ist 
hier sehr geeignet, da sie keine stérenden fremden Redoxsysteme einfiihrt 
und deshalb mit groBer Wahrscheinlichkeit das wahre Redoxpotential 
des —SH =~ —S—S—-Systems gibt. Die vorliegende Arbeit wurde 
ausgefiihrt, um das Redoxpotential des Glutathions mit derselben 
Methode zu bestimmen. 
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Die beiden Kammern A und B wurden mittels eines weit gebohrten 
Hahnes 7' verbunden. Die Kammer B wurde mit oxydierten Glutathion 
lésungen und Phosphat-puffer gefiillt. Die Kammer A und die Bohrung 
des Hahnes 7’ wurden mit einer Phosphat-puffer-lésung desselben py 
wie die Glutathionlésung aufgefillt. Die Apparatur wurde dann, wi 
in Abb. 1 aufgezeichnet ist, zuasammengesetzt und die Luft durch einen 
kraftigen Strom reinen Stickstoffs verdringt. Mit der Quecksilber- 
oberflache in A und B als Kathoden und zwei Platindrahtnetzen in 
verdiinnter schwefelsaurer Lésung als Anoden — verbunden durch dir 
Agarbriicken — wurde ein Strom von 2 bis 5 Milliampere geleitet. In 
Kammer A wurde die Quecksilberoberflache von der Sauerstoffhaut 
befreit und in Kammer B wurde das Glutathion auBerdem teilweise 
reduziert. Der Hahn 7' wurde dann geéffnet und durch Verandern de- 
Quecksilberniveaus am StickstoffausfluB und Durchleiten eines kraftigen 
Stickstoffstromes wahrend 2 bis 3 Stunden die Lésungen in den 
beiden Kammern gut gemischt. Die Potentiale der Quecksilberober- 
flachen in den Kammern A und B, die mit den Glutathionlésungen in 
Beriihrung stehen, werden dann bis zur Konstanz gegen eine n/lt) 
Kalomel-Elektrode bei einem kontinuierlichen Stickstoffstrom ab- 
gelesen. Die unbedingte Notwendigkeit eines Vorrats an reinem Stick- 
stoff, der frei auch von den letzten Spuren Sauerstoff ist, kann nicht 


deutlich genug betont werden. Wir bereiteten reinen Stickstoff aus 
Ammoniumchlorid und Natriumnitrit und bewahrten ihn in groBen 
Glasflaschen auf. Vor dem Gebrauch wurde er nach der iblichen 
Reinigung in sehr kleinen Blasen durch eine 500 cm lange Saule alkali- 
scher Pyrogallollésung geleitet. Ein Stiick weiBen Phosphors leuchtete 
in diesem Gas nicht mehr. Dies zeigte an, daB der Sauerstoff-druck 


weniger als 0,0007 mm war. 

‘Kine Lésung von oxydiertem Glutathion GSSG. wurde durch 
Oxydation einer Lésung der reduzierten Verbindung GSH. mit Luft 
sauerstoff bei Gegenwart von Spuren Ferrosulfat bei py 7,5 erhalten 
Es wurde Luft durch die Lésung geleitet, bis die Nitroprussidreaktion 
negativ war. Sie wurde dann auf ein bestimmtes Volumen aufgefiillt. 
Das reduzierte Glutathion wurde mittels der Kaliumjodat-methode 
von Okuda und Ogawa (1933) bestimmt. Anfangs zeigten sich gewisse 
Schwierigkeiten, weil das KJO,, das von GSH.-Lésungen in Blind- 
titrationen verbraucht wurde, ein wenig zu hoch war. Wir fanden 
dann, daB es besser ist, anstatt die Lésungen mit Eis, sie in einer Kalte 
mischung abzukiihlen und die Titration zu beenden, wenn noch ein 
oder zwei Eisstiicke auf der Lésung schwimmen, a. h. wenn die Tem- 
peratur nicht iiber 0° C steigt. Es wurden so Werte erhalten, die mit 
den theoretischen iibereinstimmten. 

Die erzielten Resultate sind aus der folgenden Tabelle zu ersehen: 
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Redoxpotential des Glutathions. 


Tabelle I. 





Ep der Quecksilberoberfliche 


Pu GSH. Gssc. - Ey gemab 


in Kammer A in Kammer B Formel (A) 
Volt Volt 
7.25 0,000674M | 0.000596 M — 0,277 0,275 + 0,066 
8.04 0,000731 , 0,000 698, — (0,318 — 0,319 + 0,0714 
8,50 0,00157 , | 0,000314 , — 0,440 — 0,438 + 0,061 


Mittel Ey + 0,068 
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Untersuchungen 
iiber Carb-Himoglobin an reduziertem Himoglobin. 
Von 
Gi. Groseurth und R. Havemann. 
(Aus der IV. Medizinischen Klinik der Universitat Berlin, 
Robert Koch-Krankenhaus. ) 
(Eingegangen am 9. Juni 1935.) 


Mit 6 Abbildungen im Text. 


Die bisherige Anschauung, daB die Kohlenséure im Blute und in 
Hamoglobinlésungen ausschlieBlich in denselben Formen enthalten sei, 
wie in einfachen wasserigen Bicarbonatlésungen, ist durch eine Reihe 
neuerer Arbeiten dahingehend erweitert worden, dab iiber diesen 
..Bicarbonatanteil hinaus ein Teil der in den Lésungen enthaltenen 
Kohlensaure am Hamoglobin direkt gebunden sei. Fiir diese ,,Ver 
bindung’* wurde von Henriques die Bezeichnung ,,Carbhiémoglobin‘‘ 
vorgeschlagen. Da aus der bisherigen Annahme, da es sich bei Blut 
und Hamoglobinlésungen um reine Bicarbonatsysteme handele, eine 
feihe von wichtigen Schliissen gezogen worden sind, hat diese nicht- 
ionogene Bindungsform und die genaue Kenntnis der jeweilig vor- 
handenen Mengen entscheidende Bedeutung fiir unsere Vorstellungen 
von dem physikalisch-chemischen System des Blutes. 

In einer Bicarbonatlésung, in der die Kohlensaéure nur in Form von 
physikalisch geléstem Kohlendioxydgas, von dessen Hydrat Kohlensiure 
und deren Ionen: Wasserstoffionen, Bicarbonationen (und Carbonationen) 
enthalten sind, gilt nach dem Massenwirkungsgesetz die zuerst von Spiro 
und Henderson! aufgestellte Beziehung: 

ey [LHC Os] r, (1) 
“PCO, 
wobei cy die Wasserstoffionenkonzentration, [HCO‘,] die Bicarbonationen 
konzentration, Poo, den Partialdruck der Kohlensaéure und « den Léslich 
keitskoeffizienten der Kohlensaéure bedeutet. 

Hasselbalch* hat in der Annahme, da8B es sich bei Blut um ein solches 
Bicarbonatsystem handele, diese Beziehung in logarithmierter Form zuerst 
zur Errechnung der H’-fonenkonzentration des Blutes verwendet: 


[HC 03] 


“PCO. 


Pu Prt log 


ae — log K}. 


' Henderson u. Spiro, diese Zeitschr. 15, 105, 1909. 2 K. A. Hass 
halch, ebenda 78, 112, 1917. 
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Warburg! wies zuerst darauf hin, daB Px, im Blute und Plasma 


keine konstante GréBe ist, sondern mit der Konzentration der an- 
wesenden Ionen und der Eiweibstoffe, insbesondere des Hamoglobins 
variiert. Auch der Léslichkeitskoeffizient der Kohlensiure unterliegt 
einem EinfluB dieser Faktoren und bewirkt dadurch eine Veranderung 
der GréBe px}. Hastings, Sendroy und van Slyke? priitten diese An- 
gaben nach und ermittelten fiir p,/ einen ihrer Meinung nach verwend- 
haren Wert von 6,10, entsprechend K, == 7,94. 10-7 fiir Serum und 
ahnliche, etwas abweichende Werte fiir Plasma und Gesamtblut. 


Henriques® schloB 1928 aus einer Reihe von Messungen der Abgabe- 
geschwindigkeit der in Blut und Hamoglobinlésungen enthaltenen 
Kohlenséure an ein Vakuum, daB ein Teil dieser Kohtensdiure in Be- 
stitigung der alten Bohrschen Hypothese an das Hamoglobin direkt 
gebunden sei. Die Abhangigkeit der als Carbhamoglobin direkt ge- 
bundenen Kohlenséure von Druck und pu war nach dieser Methode 
allerdings nur sehr grob mefSbar. Diese Ergebnisse von Henriques 
wurden zunadchst von verschiedenen Seiten stark angegriffen (van Slyke 
und J. Hawkins’, Stadie und O’ Brien®, Janzen und Netter ®). Erst 1933 
konnten Meldrum und Roughton* nach ihren Untersuchungen tiber die 
Carbonicanhydrase die Schwierigkeiten tiberwinden, die der Ausdeutung 
der Henriquesschen Messungen zugunsten der Annahme des Carb 
hamoglobins bisher entgegenstanden. 


Die Gleichgewichtseinstellung eines Bicarbonatsystems, die unter 
gewohnlichen Verhiltnissen auBerordentlich langsam erfolgt, wird nach 
diesen Untersuchungen im Blute durch das Ferment Carbonicanhydrase 
auBergew6hnlich beschleunigt. Die Wirksamkeit dieses Ferments laBt 
sich durch Vergiftung mit Kaliumcyanid aufheben. Meldrum und 
Roughton beobachteten nun, daB vom Blut auch nach Vergiftung der 
Carbonicanhydrase ein Teil der Kohlenséiure mit unverminderter Ge- 
schwindigkeit aufgenommen und abgegeben wird. Die Menge dieses 
Anteils an der Gesamtkohlenséiure des Blutes vergréBert sich mit 
sinkendem pu und sinkender Temperatur und ist in oxydiertem Blut 
kleiner als in reduziertem Blut. Meldrum und Roughton schlossen u. E. 
mit Recht, daB dieser Teil der Kohlenséure an das Hamoglobin direkt 
gebunden sei. R. Margaria und A. A. Green® fiihrten ungetahr gleich- 


1 EB. J. Warburg, Biochem. J. 16, 153, 1922. 2 Hastings, Sendroy u. 
van Slyke, J. of biol. Chem. 79, 183, 1928. 3 O. M. Henriques, Ergebn. 
d. Physiol. 28, 625, 1929. — 4 van Slyke u. J. Hawkins, J. of biol. Chem. 
S7, 265, 1930. — ® Stadie u. O’Brien, ebenda 92, 27, 1931; 100, 88, 
1933; diese Zeitschr. 237, 290, 1931. - &§ Janzen u. Netter, Pfliigers 
Arch. 232, 349, 1933. 7 Meldrum u. Roughton, J. of Physiol. 80, 1438, 
1933. — 8 R. Margaria u. A. A. Green, J. of biol. Chem. 102, 611, 1933. 
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zeitig systematische Messungen der ersten Dissoziationskonstante de: 
Kohlenséure in Hamoglobinlésungen aus und kamen nach Ermittlung 
aller stérenden Faktoren zu einer prinzipiellen Bestatigung der Hypothes: 
vom Carbhamoglobin. Vor allem widerlegten sie den oft erhobenen 
Einwand, daB die in Hamoglobinlésungen erniedrigten p,-Werte durch 
die Beeinflussung der Aktivitat des Bicarbonations durch das Hamo 
globin zu erklaren seien. Ferguson und Roughton! untersuchten nach 
einer von Faurholt fiir Carbaminoverbindungen ausgearbeiteten Methode 
die Abhangigkeit der als Carbhimoglobin gebundenen Kohlensaure- 
mengen vom pu, der Temperatur und von der Sauerstoffsattigung 
Sie bringen die Hamoglobinlésungen durch starke Alkalizugaben aut 
ein pu von 12 bis 13, so daB alles Bicarbonat in Carbonat tibergefiihrt 
wird und fallen dieses als Bariumearbonat. Aus der noch in der Lésung 
vorhandenen CQ, schlossen sie auf deren Gehalt an Carbaminohamo- 
globin. Bedenkt man die auBerordentliche Empfindlichkeit besonders 
des Hamoglobins gegeniiber solchen Alkalimengen, so ergibt sich, dai 
diesen Messungen kaum mehr als eine qualitative Bedeutung zukommt. 
Die genaue Kenntnis der auBerordentlich wichtigen Abhangigkeit der 
als Carbhémoglobin gebundenen CO,-Mengen vom Druck, pu, 'Tem- 
peratur und O,-Sattigung kann u. E. vorléufig nur durch Messungen 
des p,,-Wertes erlangt werden. 

Die als Carbhamoglobin gebundene Menge CO, (a) laBt sich aus dem 
CO,-Partialdruck (pe¢o,), der gesamtgebundenen Menge CO, (2CQO,) und 
dem ¢y in der folgenden Weise berechnen: ist K die scheinbare erste Disso 
ziationskonstante der Kohlensaéure, so gilt nach Henderson und Spiro die 
Beziehung: 


oe a) 


= Ky 


CH (2 CO, wane “PCO. 


a PCO, 
oder umgeformt: 
ey (2 CO. —£DcQ,) cH. a K' 
2Pco, a Poo, I 
Setzt man nun ‘ 
Cy (2 C Op — @ pe g,) Ke 
a PCO, 
so ergibt sich 
CH.@ 


*- Poo, 


a K\* moe K; 


oder: 


(K;* -- Ki) @ poo, 
CH 


Um aus dieser Beziehung a, die als Carbhamoglobin gebundene 
Menge CO, berechnen zu konnen, muB man die Abhangigkeit der schein 


1 Ferguson u. Roughton, J. of Physiol. 83, 87, 1934; 838, 68, 1934. 
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baren ersten Dissoziationskonstante der Kohlensaure (K)) von der 
fonenstarke wu (ionic strength) kennen, die sich nach der Theorie von 
Debye und Hiickel ergibt zu 


Pr, = 6,33 — 0,5 Vue. (9) 


Diese Beziehung ist durch Messungen von Margaria und Green (I. ¢.) 
bestatigt worden. Ebenso wird von ihnen die Abhangigkeit des Léslich- 
keitskoeffizienten « der CO, vom Hamoglobingehalt und Na-Gehalt 
folgendermaBen angegeben: 


a = 0,0325 (1—0,75 Hb) (1 + 0,33 Hb) (1 — 0,2 Na)?. (10) 


Die Kenntnis dieser drei Beziehungen gestattet die Berechnung von a, 
der als Carbhamoglobin gebundenen CO,-Menge aus dem CQ,-Druck, 
der gesamtgebundenen Menge (“CO,), dem pu und der ionic strength. 

Messungen der als Carbhimoglobin gebundenen Kohlendioxyd- 
mengen lassen sich nach dieser Methode im Blute vorlaufig nicht aus- 
fiihren, weil die ionic strength sich nicht mit geniigender Sicherheit 
ermitteln 1laBt. Die ionic strength in den Erythrocyten ist auf Grund 
des verinderlichen Donnan-Potentials dauernden Schwankungen unter- 
worfen. Dariiber hinaus laBt sich auch heute der Einflu8 der Plasma- 
proteine auf die Bicarbonatdissoziation schwer iibersehen. Wir haben 
deshalb unsere Messungen ausschlieBlich an reinen elektrodialysierten 
Hamoglobinlésungen ausgefiihrt. Zunadchst untersuchten wir die schon 
von Margaria und Green (l.c.) beobachtete Abhangigkeit zwischen 
Kohlendioxyddruck und gebandener Menge. Eine Wiederholung dieser 
Messungen erschien uns, abgesehen von der prinzipiellen Bedeutung der 
Frage des Carbhimoglobins, auch deshalb nitzlich zu sein, weil uns in 
der von Ettisch und Groscurth? angegebenen Darstellung des Hamo- 
globins durch Elektrodialyse eine Methode zur Gewinnung besonders 
reiner und so gut wie gar nicht ,,gealterter’’ Hamoglobinlésungen zur 
Verfiigung stand. 

Experimenteller Teil. 
1. Die Darstellung der Hadmoglobinlésungen. 

Die Untersuchungen wurden an Hamoglobin aus Menschenblut aus- 
gefiihrt. Die Darstellung erfolgte nach der von Ettisch und Groscurth (1. ec.) 
fiir Hamoglobin angegebenen Methode durch Elektrodialyse der dreimal 
in physiologischer Kochsalzlésung gewaschenen Blutkérperchen unter Ver- 
wendung einer anodischen Glykokoll-Kollodiummembran und einer ka- 
thodischen Pergamentmembran. Nach diesem Verfahren lieBen sich in 
3 bis 4 Stunden elektrolytfreie, hinsichtlich ihrer Sauerstoffkapazitat, 
100% ig aktive Hamoglobinlésungen gewinnen, die entweder sofort oder 


1 Hb in g/cem, Na’ in Mol/Liter. 2G. Ettisch u. G. Groseurth, 
diese Zeitschr. 266, 442, 1933; G. Ettisch u. de Loureiro, ebenda 266, 
430, 1933. 
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nach 12stiindiger Aufbewahrung im Eisschrank untersucht wurden. Di 
Bestimmung der Hamoglobinkonzentrationen wurde durch Messung de 
Sauerstoffkapazitat nach van Slyke ausgefiihrt. Das py der frischen, elektro 
dialysierten Hamoglobinlésung betrug 6,85 bis 6,90. 


2. Die MeBmethodik. 


Wahrend der Messung befand sich die Hamoglobinlésung in einem 
besonders konstruierten GlaselektrodengefaB (Abb. 1), das gestattete, bis 
kurz vor der jeweiligen py-Messung bzw. Kohlenséurebestimmung dic 
Lésung durch Durchstr6menlassen eines Kohlen- 
saure-Stickstoffgemisches durch die unten ein 


geschmolzene Glasfilterplatte mit Kohlen 
Gas-Zu-  dioxyd eines bestimmten Partialdruckes ins 
leifungs- SOREN ; ‘ e 
Rohr Gleichgewicht zu setzen. Die Glaselektrode 
I 
i 
/ 





mit den beiden als Ableitung benutzten ge- 

sattigten Kalomelelektroden befand sich in 

einem Paraffinthermostaten bei 37° C. Die 

Gleichgewichtseinstellung und Temperierung 

wurden daran erkannt, daf das py der Lésung 

Halter einen konstanten Wert erreicht hatte. Die 

Messung der Potentialdifferenz geschah nach 

der iiblichen Potentiometerschaltung ver 

mittelst einer 3-m-Walzenbriicke von Hartmann 

Gas- 1 und Braun und unter Verwendung des von 

elehtrode Havemann' angegebenen Mikrokapillarelektro. 

meters? als Nullinstrument. Die Bestimmung 

Glastritt.” - der aufgenommenen Kohlendioxydmengen ge 

schah nach der von van Slyke angegebenen 

a ; Methode. Die Bestimmung des CO,-Gehalts 

pile: Aoi emai. der verwendeten Gasmischung wurde im Hal- 
stimmten Gaspartialdrucken.) dane-Apparat ausgefiihrt. 





I 





ms 














3. Die Abhdngigkeit der gebundenen CO,-Menge vom Druck. 

_ Reine Hamoglobinlésungen bekannter Konzentrationen werden 
mit verschiedenen CQ,-N,-Gemischen ins Gleichgewicht gesetzt. Aus 
dem gemessenen pu-Wert, der gesamtgebundenen CO,-Menge und dem 
Kohlenséurepartialdruck lieBen sich die an Hamoglobin direkt ge- 
bundenen CO,-Mengen wie oben dargelegt berechnen. 

Die Ergebnisse dieser Messungen sind in Tabelle I mitgeteilt. In 
Abb. 2 ist die an Hiamoglobin gebundene CQO,-Menge gegen den 
Kohlensiurepartialdruck aufgetragen. Diese Messungen wurden aus- 
schlieBlich an menschlichem Hamoglobin ausgefiihrt. 

Aus diesen in Abb. 2 dargestellten Ergebnissen geht hervor, dat 
bei einem Kohlendioxydpartialdruck von 80 bis 90 mm Hg eine Sattigung 
des Himoglobins mit Kohlendioxyd in diesem pu-Bereich (6,6 bis 6,9) 


' Havemann, Zeitschr. f. Elektrochem. 40, 117, 1934. — ? Zu beziehen 
durch W. Kauhausen, Berlin-Dahlem, IhnestraBe 29. 
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Bicarbonat 


Carb-Hb-CO> 





7 YCo. Dn + Carbonat k'‘* , 
PCO; . PCO; Ba PH Mol CO, Mol Hb 
]. Hamoglobinkonzentration: 19,7%. 
15,6 2,86 0,460 2,40 6,49 6,90 0,23 
34,0 5,69 1,002 4.69 6.48 6,85 0,44 
47,2 8.24 1,392 6,85 7,52 6.81 0,88 
64,3 10,52 1,895 8.63 8.68 6,72 1,3 
72,9 10,05 2,15 7,90 7,00 6.72 0,90 
93,6 12,58 2,76 9,82 7,26 6,69 1,22 
II]. Hamoglobinkonzentration: 19,7°,. 
20,8 4,56 0,615 3.84 8,03 6,88 0,539 
82.2 6,38 0,951 5,43 8,18 6,845 0,80 
42,2 8,15 1,245 6,90 8,53 6.81 1,06 
61,6 10,18 1,817 8,36 7.86 6,67 0,93 
74,4 10,9 2,19 8,7 9.10 6.64 1,45 
84,5 11,98 2,49 9,49 9,14 6,62 1,59 


erreicht wird. In die Abb. 2 sind neben unseren Messungen zum Ver- 


gleich die Werte von Margaria und Green (1. ¢.) eingetragen (Drei- 











ecke). Die eingetragenen 

Werte sind aus den von i 4th © 2 oR 
Margaria und Green ange- 46 a 
gebenen in der Annahme be- 44 |. ats T 
rechnet, daB diese Autoren A ae Be AL Ll tl 
mit einem Molekulargewicht =| a « i 

des Hamoglobins von 16800 7 ray’ 

gerechnet haben. Unseren ad {7 

Werten wurde ein Mole- 46|—* y, ra 

kulargewicht von 67500 zu- ona——_ 4a 

7 "| af 7 

grunde gelegt. Aus diesen 02} Ar 

Werten von Margaria und Le 
Green,die indem angege benen 6 0 2 30 4 50 8 10 8% 9 0 10 


mnlig Peo, 


Die CQO»o-Bindung an Himoglobin bei 
verschiedenen © 0 »-Drucken. 
(4 Messungen von Margaria und Green.) 


Druckbereich in guter Cher- 
einstimmung mit unseren 
Werten stehen, 1aBt sich bei 
Beriicksichtigung ihrer Er- 
gebnisse bei sehr hohen CO,-Drucken eine Kurve, die der unserigen 
entspricht, nicht zeichnen. 


Abb. 2. 


Wir glauben annehmen zu diirfen, dab 


bei diesen hohen Drucken die notwendigen theoretischen Voraus- 


setzungen nicht mehr erfillt sind. Auberdem beobachteten wir bei 
unseren Messungen, daB bei héheren CO,-Drucken leicht und schnell 
eine Zerstérung des Hiamoglobins eintrat; die hierbei entstehenden 
Zerfallsprodukte kénnen mdéglicherweise durch Beeinflussung der ionic 
strength eine Falschung der Ergebnisse verursacht haben. 


Biochemische Zeitschrift Band 279. 90 
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Wir konnten beobachten, daB, wenn die Haimoglobinlésungen seh: 
lange bei 37° C in der beschriebenen Weise unter Kohlendioxyd gehalten 
wurden, unter geringer Verschiebung des pu-Wertes sich das berechnete 
Bindungsvermégen der Hamoglobinlésung fiir Kohlendioxyd — ver- 
minderte. Gleichzeitig wurde eine Verminderung der Sauerstoff. 
kapazitat beobachtet. Diese Zersetzung des Hamoglobins, die bei 
héheren CQ,-Drucken besonders schnell vor sich ging, deutet vielleicht 
auf eine besondere Instabilitét des Carbhamoglobins. 

Die von uns beobachtete Tatsache, daB das Hamoglobin durch 
Kohlendioxyddrucke iiber 80 bis 90mm Hg mit CO, gesattigt wird, 
lieferte die Grundlage fiir unsere weiteren Untersuchungen iiber den 
Mechanismus der Carbhimoglobinbildung. Nach den von Faurholt! 
fir die Kohlendioxydbindung an Aminoverbindungen entwickelten 
Vorstellungen kann man sich analog im Carbhémoglobin eine Bin- 
dung des Kohlendioxyds an Aminogruppen des Hamoglobins denken. 







































Der Nachweis fiir diesen Reaktionsmechanismus, der schon von 
Henriques vermutet wurde, léBt sich, wie im folgenden gezeigt werden 
soll, aus der Abhangigkeit der ,,.Kohlendioxydkapazitat*’ des Hamo- 
globins von der H’-lonenkonzentration eindeutig erbringen. 


4. Die Abhdngigkeit der Kohlendioxydhapanutdt des Hdadmoglobins vom py. 

Bei diesen Messungen wurden in der oben beschriebenen Glas- 
elektrode Hamoglobinlésungen, diesmal von verschiedenem px, mit 
CO,-N,-Mischungen, deren CQO,-Partialdrucke sich zwischen 80 und 
120 mm Hg bewegten, ins Gleichgewicht gesetzt und die vom Hamo- 
globin gebundenen Kohlendioxydmengen in der beschriebenen Weise 
berechnet. 











Um den pu-Wert der Lésungen bei diesen CO,-Drucken in der 
gewiinschten Weise zu variieren, wurden den Lésungen Na-lonen durch 
Zugabe wechselnder Mengen einer n-Natriumbicarbonatlésung zugefiigt. 
Es wurden zwecks Konstanthaltung der Himoglobinkonzentration zu 
je 25cem der Hamoglobinlésung acem der n NaHCQ,-Lésung und 
bcem Wasser zugesetzt (a + 6 =- 3cem), so daB das Volumen der 
Mischung jedesma] 28,0 cem betrug. Die Verwendung von Natrium- 
bicarbonatlésung an Stelle von Natriumhydroxyd ist, abgesehen von 
der schnelleren Einstellung des Gleichgewichts, schon darum unerlaBlich, : 
weil eine teilweise Denaturierung des Haimoglobins durch die Alkali- | 











zugaben unvermeidlich sein wiirde. 
Die Ergebnisse der Messungen sind ausfiihrlich in 'Tabelle I zu- 


sammengestellt und in Abb. 3 graphisch wiedergegeben. Es geht aus 
ihnen hervor, da die Kohlendioxydkapazitaét des Hamoglobins aut , 


1 Faurholt, Zeitschr. f. phys. Chem. 126, 27. 
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1 sehi Tabelle II. 
ialten 
) te ” Carb-Hb-C O. ir 
hnet pu SCO. Ki* — K' _ arb-Hb-C Oy in rel 
ver- Mol CO,/Mol Hb 0, Sdttigung 
stotf I. Hamoglobinkonzentration: 10,0%. 
e bei 6.44 10,4 2,03 1,04 5.7 
leicht 6,90 26,0 2.61 4,9 20,1 
7,17 45,2 2,41 8,18 33,7 
7,33 64,5 2,59 12,13 50,0 
durch ' ; a 
tiled Il. Himoglobinkonzentration: 10,97%. 
‘ 7,15 37,0 4.38 9,6 39,5 
r den 7,21 40,5 2,31 8,4 34,5 
rholt! 7,26 51,4 5,2 14,0 57.6 
7,31 62.10 4,74 15,8 65,1 
celten 7,36 78,5 3,80 17,2 70,8 
Bin- 7,40 72,1 3,39 14,8 60,9 
nken. 7,40 78,5 3,85 17,5 72,0 
i (,o1 87,1 2,70 15,1 62,3 
— 7,62 113,6 2,81 21,0 86,5 
rd . Ill. Hamoglobinkonzentration: 8,56 °,. 
Laimo- 6,34 10,02 5,83 3,1 12.6 
6,73 17,23 4,15 5,0 20,5 
6,98 26,0 2,80 6,15 25,2 
oe 7,00 31,0 2,99 7,6 31,2 
pe 7,06 29,3 3,49 8,1 33.3 
Glas- 7,13 35,3 2,94 8,7 35,8 
mit Gké 45,6 3,46 12,4 51,1 
: 7,27 54,8 3,23 14,1 58,1 
) und 7,39 64,6 2,50 13,1 55,2 
lamo- 
Weise einer S-formigen Kurve in dem pu- Bereich von 6,9 bis 7,6 auBerordentlich 
steil ansteigt. Die in Abb. 3 dargestellte Kurve neigt sich oberhalb 
n der pu & deutlich immer mehr einem Sattigungswert zu, der der in der 
durch Abb. 3 gezogenen oberen Be- = — 
‘i r linie bei 24,3 Mol ae a 
ofiigt. grenzungslinic ei 24,3 Mo . | 
on ZU Kohlendioxyd pro Mol Hamo- ad | 
; und ff globin nahezuliegen scheint. © 
- ; g 
J der Messungen der Kohlen- 8” | 
aemel dioxydkapazitit beinochhéheren & # 
. # } 
1 +9 pu-Werten wurden von uns aus & 50 
Blich, zwei Griinden vorderhand nicht Sw 
dial ausgefiihrt: Einmal steigen die o. 
° e S ss 
als Bicarbonation gebundenen * 
I zu- Mengen gegentiber den als Carb- 2” 
o . r e 
G aus hamoglobin gebundenen Kohlen- =%|-~>—> 1 
s aul dioxydmengen hier unverhialtnis- —___—_ 
oxydmengen hier unverhaltnis 40 G2 GY G6 G8 70 72 1% 16 18 BOY 


maBig stark an,sodaB die Genauig- 
a . ' é Abb. 3. Prozentuale Carbaminosattigung 
keit der Differenzbestimmung der Aminogruppe bei variiertem pq. 
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der ,,scheinbaren** scheinbaren Dissoziationskonstante der Kohlen- 
siure (p,-;") zu immer ungenaueren Ergebnissen fiihren muB. Zweitens 
wird bei den hier notwendigen hohen Na-lonenkonzentrationen die 
P,-Beziehung der Debye-Hiickelschen Theorie zunehmend unsicherer, 
und schlieBlich ist eine zunehmende Denaturierung des Hamoglobins 
moglich. 
Theoretisecher Teil. 
Der Reaktionsmechanismus der Carbhdmoglobinbildung. 

Wie schon oben erwahnt. deutet die pu-Abhangigkeit der Kohlen- 
dioxydbindung an das Hamoglobin auf eine Bindung an die mit zunehmen- 
dem pu zunehmend in ihrer Dissoziation zurtickgedrangten Amino- 
gruppen des Hamoglobins hin. 

Nach der von £.J.Cohn' in seiner zusammenfassenden Arbeit dai 
gestellten und von Httisch und Schulz* auf dem Boden der Bjerrumschen * 
Zwitterionentheorie experimentell ausgebauten und theoretisch weiter 
entwickelten Elektrolyttheorie der EiweiBstoffe besteht das EiweiBmolekiil 
aus einem Kerngeriist mit eingebauten und peripheren dissoziierenden 
Amino- und Carboxylgruppen. Aus der Arbeit von Eéttisch und Schulz 
geht hervor, da®B die groBe Anzahl der vorhandenen dissoziierenden Gruppen 
in eine Reihe von Gruppenarten zerfallt, deren Gruppen untereinander 
iibereinstimmende Dissoziationskonstanten aufweisen. Die Dissoziation 
einer solchen Gruppe und damit der Gruppenart folgt dem Massenwirkungs- 
gesetz, das fiir die Dissoziation einer Aminogruppe: 


NH, + H,O = NH, + OH (11) 
angewendet, zu folgender Gleichgewichtsbeziehung fiihrt: 


[NH;](OH]) 


9 
(NH,) ~~ 2s’ (2) 


In der eckigen Klammer steht die molare Konzentration. Der Index » 
bezeichnet, daB diese Gleichung die Dissoziation der nten Gruppenart 
beschreibt. Beriicksichtigt man nun:die Beziehung: 

[OH’] [H’] = Ky, 


und setzt 


Ky 


> 
By 


so kann man diese Gleichung (12) auch schreiben: 


[NH] 1 cx [N Hy] 


na << o - 


(NH;] ~~ °n’ 


n 


' E. J. Cohn, Ergebn. d. Physiol. 1933. — ? Ettisch u. Schulz, diese 
Zeitschr. 265, 338, 1933. Siehe auch: Meyerhof, Pfliigers Arch. 195, 22 
1922; 204, 295, 1924: H. H. Weber, diese Zeitschr. 218, 1, 1931. 

Bjerrum, Zeitschr. f. phys. Chem. 104, 147, 1923; Ergebn. d. exakt. 
Naturwiss. 5, 125, 1925. 
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-h., man kann Reaktionsgleichung (11) auch schreiben: 
NH, + W'S NG,. (16) 
man analog der Hasselbalehschen Gleichung: 
— log kK, PR,» (17) 
n 


-o ergibt sich fiir den Zustand der 50° igen Dissoziation, dai das bei diesem 
Zustand gemessene 


1. = De 8 
PH(1),) PR, (18) 
n 
ist. Die Dissoziationskonstante der Aminogruppe laBt sich also durch 
Messung des py-Wertes bestimmen, bei dem gerade die Halfte der Amino- 
gruppe dissozilert ist. 
Bezeichnet man mit « den Dissoziationsgrad in 9%, d.h. setzt man 
[NH] 


00 ( 
1 (NH;] + [NH] ’ (19) 


-o ergibt sich als Beziehung zwischen % und Ky, bzw. px, : 
ne 


ep (100 — a) . 
H a K, 


a “n 


a 
: ) -L. = . 2 
P . 8 100 — ai’ Pu PK, (20) 


fiir « = 50% ergibt sich Gleichung (18)]. 


Auf Grund dieser Beziehungen mu sich die Abhangigkeit der als 
Carbhamoglobin gebundenen Kohlendioxydmengen berechnen lassen. 
Fassen wir zunachst fiir die Reaktion zwischen CO, und N H, folgendes 
Schema ins Auge: 

CO, + NH, = NHCOOH 


mit der Reaktionsgleichung: 
« Poo, |NH,] K. 
(NHCOOH| 
Halt man «. Peo, groB gegen [NH,] und hinreichend konstant, so 
ergibt sich: 
[NHCOOH] = K [NH]. (23) 


Setzt man z. B. & = 20, d. h. nimmt man an, daB bei geniigend hohem 
CO,-Druck etwa 95°% der verfiigbaren N H,-Mengen durch Kohlensaure 
gebunden werden, so laBt sich ein beliebiger Gleichgewichtszustand 
zwischen CO,, NH, und NH, wie folgt veranschaulichen : 
Gesamtaminogruppe 
NH, 


+ n 4 


Carb- NH, 
hamoglobin 








Wendet man auf dieses Gleichgewicht die Beziehungen (13) und (9) an, 
so ergibt sich fiir die Abhangigkeit des als Carbhamoglobin gebundenen 
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in Prozenten ausgedriickten Teils (A) der Gesamtaminogruppe vor 
Dissoziationsgrad « die Beziehung: 


100aK 


. (24 
1+ 1l00ch 


A 
Auf Grund dieser Beziehung ist die in Abb. 4 gezeichnete Kurve be- 
rechnet. 

Kin Vergleich der von uns beobachteten Abhangigkeit zwischen 
Kohlendioxydkapazitit des Hamoglobins und dem px mit dieser Kurve 
zeigt, daB die beobachteten 
Werte ganz erheblich steile: 
mit dem pu ansteigen, als es 
sich bei Zugrundelegung de: 
Reaktion 

CO, + NH, > NHCOOH 
errechnen !aBt. Diese  Ab- 
weichung der beobachteten 





—— 
—— 
-— 


Pi 


ae Kurve, von der in Abb. 4 
2530p,  dargestellten errechneten, fin- 
Abb. 4. Theoretische Carbhimoglobinmenge det ihre Erklirung durch dic 

gemiB der Reaktionsgleichung: ‘Latsache, daB die Carbamino- 


CO.+NH, — NHCOOH. (Abszisse in gruppe gemaB folgender Glei- 
willkiirlichen Pyq-Kinheiten.) 











05.40 45 a0 


? ? 4 


chung weiter dissoziiert: 
NHCOOH = NHCOO’ + H’. (25 
Bezeichnet man mit «, den Dissoziationsgrad der Aminogruppe und mit 
%, den Dissoziationsgrad der Carbaminogruppe, so ergibt sich fiir die 
Beziehung zwischen A, «, und a nach einer der fiir Gleichung (24) 

analogen Uberlegung 

100 K (100 — a) (96) 
K (100 — «,) + (100 — «,) 
Auf Grund dieser Beziehung und der Beziehung zwischen x, bzw. 7, 
und Pry baw. dem p,- der Carbaminodissoziation ergibt sich, dal der 


Verlauf der A/pu-Funktion durch den Abstand der Dissoziatious- 
konstanten der Aminogruppen und der gebildeten Carbaminogrupp¢ 
bestimmt wird. In Abb. 5 ist eine Schar solcher errechneter A pu- 
Kurven unter Zugrundelegung verschiedener Abstande der Dissoziations- 
konstanten dargestellt. Die Lage der Dissoziationskonstante der Amino- 
gruppe ist in der Abbildung festgelegt und die Lage der Dissoziations- 
konstante der gebildeten Carbaminoverbindung in Abstanden von 
Zehnerpotenzen variiert. Fiir Kurve 1 liegt die Dissoziationskonstant 
der sauren NHCOOH-Gruppe eine Zehnerpotenz, d. h. eine pa-Einhe't 
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weiter im alkalischen, als die Dissoziationskonstante der Aminogruppe 
rechts). Bei Kurve 2 fallen beide Konstanten zusammen. Und fiir die 
Kurven 3, 4, 5 und 6 betragen die Abstande 1, 2, 3 und 4 Einheiten in 
saurer Richtung (links). 

Ein Vergleich der von uns beobachteten Kurve mit den in Abb. 5 
dargestellten Kurven ergibt eine im Bereich der MeBgenauigkeit voll- 
kommene Ubereinstimmung mit Kurve 4 der berechneten Kurven. 
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Abb. 5. Berechnete Kurven der Carbhimoglobinbildung fiir die Reaktionsgleichung: 
CO. + NH, [= NHCOOH | NHCOO’ + H’ bei verschiedénem Abstand der Dissoziations. 
konstante der Carbaminogruppe K, von der Dissoziatidnskonstante der Aminogruppe A>. 


(Abszisse in willkiirlichen Pu-Einheiten.) 

Hierdurch ergibt sich, daB die Bindung des Kohlendioxyds an das 
Hamoglobin gemaB folgender Reaktionsgleichung erfolgt: 

CO, + Hb —NH, = Hb— NHCOOH = HbNHCOO’ + H’. 

Dariber hinaus la&t sich aber aus Abb. 5 und Abb. 3 ohne weiteres 
die Dissoziationskonstante der Aminogruppe ablesen: 

Px, = 9,04 + 0,05. 
n 





Analog ergibt sich fiir die 
Dissoziationskonstante — der e, 
Carbaminoverbindung : 


8 


PK, = 7.04 + 0,2. 


8s 


Unter Zugrundelegung dieser 
Zahlen, deren Genauigkeit 
aus der MefBfehlerbreite er- 
rechnet ist, l4Bt sich errechnen, 
wie groB die dissoziierten und 
die undissoziierten Mengen 
Carbhamoglobin bei jedem pu 10 
sind. Diese Beziehungen sind 
in Abb. 6 dargestellt. 


% Carbaminoverbindung 
$ § 8 


8 
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Abb. 6. Die Dissoziation der Carbamino- 
Ein Vergleich der aus un- verbindung des Hamoglobins. 
4 Kurve 1: Gesamtmenge. Kurve 2: Disso- 
seren Messungen berechneten ziierte Menge. Kurve3: Undissoziierte Menge. 
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Dissoziationskonstanten der in diesem pu-Bereich wirksamen Amino 
gruppenart des Haémoglobins mit den Dissoziationskonstanten bi 
kannter Aminosduren ergiht eine nahe Ubereinstimmung mit de) 
Dissoziationskonstanten von Arginin, Lysin und Histidin: 

roa he Sy oe es Pr, 9,04 

GR yi. 6 ye se ee 8,95 


a 


RR UNIRID ce es sin ae) bee oe Pr. 9,12 


Die chemische Analyse des Himoglobins zeigt tatsaichlich einen int 
grierenden Anteil dieser Aminosduren im Hamoglobinmolekiil an. ks 
ergibt sich hieraus, wie auch Fttisch und Schulz bei Serumalbumin 
fanden, daB sich die Dissoziationskonstanten der Aminosauren dure! 
den Einbau in das Proteinmolekiil offenbar nur sehr wenig andery 
Auch die Anzahl der oben genannten Aminogruppen mit de: 
Dissoziationskonstante 9,04, die in dieser Gruppenart zusammen 
gefaBt sind, laBt sich auf Grund unserer Messungen in Anbetracht de 
‘Tatsache angeben, daB bei maximaler Sittigung ein Mol NH, ein 
Mol CO, bindet. Hiernach enthalt ein Molekiil Hamoglobin 24 Amino- 
gruppen mit der Dissoziationskonstante 9,04. 

Wie aus diesen Untersuchungen hervorgeht, kann also die Eigen 
schaft von Aminogruppen. Kohlendioxyd in Form von Carbamino- 
gruppen zu binden, mit Vorteil zur Bestimmung der Dissoziations- 
konstanten der Aminogruppen eines Proteins verwendet werden. De 
Vorteil besteht darin, daB man die Messungen in einem px-Bereich 
ausfiihren kann, in dem das Molekiil noch seine véllige Stabilitat besitzt 
was bei der ‘Titration besonders der stark alkalischen Gruppen nicht 
mehr der Fall ist. 

Margaria und Green und auch schon eine Reihe anderer Autoren 
vermuteten, da} der EinfluB des Kohlendioxyds auf die Dissoziation des 
Oxvhamoglobins auf eine nahe Nachbarschaft dieser Aminogruppe und 
der prosthetischen Gruppe hinweise. Ks ist auf Grund unserer Unte! 
suchungen dartber hinaus nicht unwahrscheinlich, daB die pu-Abhangig 
keit der O,-Bindungskurve durch den variablen Dissoziationszustani 
dieser Aminogruppe und der Carbaminogruppe bedingt ist. Wenn man 
die pu-Verschiebung ins Alkalische bei der Reduktion von CO,-treiem 
Oxvhamoglobin beriicksichtigt, wird nan die wechselseitige Beeinflussung 
dieser beiden Funktionen vermuten dirfen. 


Zusammenfassung. 


1. An reinen Lésungen von Menschenhamoglobin wird die Kohien 
sdurebindung untersucht. Aus den systematisch ermittelten p,-Werten 
lieBen sich die direkt an das Hamoglobin gebundenen CO,-Mengen 
errechnen. Bei der Untersuchung der Abhangigkeit dieser Mengen von 
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( Qy-Druck wurden die Befunde von Margaria und Green bestatigt. 
Oberhalb von 60 bis 90 mm CO,-Druck wurde eine Sattigung des Hamo- 


globins mit CO, gefunden. 

2. Es wurde die Abhangigkeit der ,,CO,-Kapazitaét’’ vom pu ge- 
messen. Aus diesen Messungen lie® sich der Beweis erbringen, daB die 
Reaktion zwischen Hamoglobin und Kohlendioxyd folgendermaBen 
verlauft. 


CO, + Hb--NH, @ Hb—NHCOOH 2@ Hb—NHCOO’ +H’. 


3. Aus den beobachteten Werten konnte die Dissoziationskonstante 
der Aminogruppen und der gebildeten Carbaminogruppen berechnet 
werden. Die Dissoziationskonstante der Carbaminogruppe — betragt 
7,04 — 0,2, die der Aminogruppe 9,04 —— 0,05. Der letztere Wert liegt 
in der nachsten Umgebung der Dissoziationskonstante der x-Gruppe, 
der in Hamoglobin hauptsachlich vertretenen Aminosaéuren Arginin, 
Lvsin und Histidin. Weiterhin ergibt sich, da8 etwa 24 Amino- 
gruppen dieser Dissoziationskonstante in einem Hamoglobinmolekil 
enthalten sind. 

4. Die Bestimmung der durch die Aminogruppen gebundenen 
Kohlendioxydmengen erweist sich so als eine bei Proteinen besonders 
geeignete Methode zur Bestimmung der Dissoziationskonstanten ihrer 
Aminogruppen. 

5. Es wird darauf hingewiesen, daB die pu-Abbangigkeit der 
Sauerstoffbindungskurve des Hamoglobins durch den variablen Disso- 
ziationszustand der Carbaminogruppe und Aminogruppe bedingt sein 
kann. 


Die Purchfiihrung dieser Arbeit wurde durch die Unterstiitzung 
der Deutschen Forschungsgemeinschaft erméglicht, der wir auch an 
dieser Stelle unseren Dank aussprechen. 





Verbesserungen der Apparatur zur Blutzuckerbestimmung nach 
Hagedorn-Jensen. 
Von 
Hans J. Fuchs und W. Buss. 
(Aus dem Veterinar-Physiologischen Institut der Universitat Berlin.) 
(Eingegangn am 14. Juni 1935.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Aus dem Bestreben heraus, groBe Reihen von Blutzuckerbestimmungen 
nach Hagedorn-Jensen mit gréBter Genauigkeit in kiirzester Zeit durch 
fiihren zu kénnen, wurde die im folgenden beschriebene Apparatur ent 
wickelt (Abb. 2). 











Abb. 2. Fallungsgefife. 


1. BlutmeBpipette. 


Die in Abb. 1 wiedergegebene automatische Pipette wird das Hahn 
kiiken nach oben gerichtet durch Ansaugen mittels oben aufgesetzten 


Gummiballes mit 0,85°iger Kochsalzlésung soweit gefiillt, daB das unter 


dem Gummiball befindliche eif6rmige GefaB fast mit der Fliissigkeit gefiillt 
ist. Danach wird das Hahnkiiken nach unten gedreht und durch Zusammen- 
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ressen des Gummiballes die Fliissigkeit aus dem eif6rmigen GefaB durch die 
\apillare der Pipette herausgetrieben: dieses erfolgt bis zu der seitlichen, 
japillaren Abzweigung direkt unter dem eif6rmigen GetaB ; in dem darunter- 
iegenden kugelf6rmigen GefaB bleiben 1,5 cem der LOsung zuriick. Nachdem 
lurch mehrmaliges Auspressen des Balles saimtliche Fliissigkeit aus der 
Kapillare entfernt ist, wird nach maéBigem Zusammendriicken des Gummi- 
halles die abgetrocknete Kapillarspitze in das aufzunehmende Blut getaucht, 
welches bei langsamer Lockerung des Balldrucks in der Kapillare empor- 
steigt und von dort in die anschlieBende Hahnbohrung tritt. In diesem 
Augenblick wird das Hahnkiiken um 90° gedreht und damit die Ver- 
bindung zwischen Kapillare und Gummihball unterbrochen. Ntimmehr 
kann ohne Hindernis die Spitze der Kapillare sorgfaltig mit reinem) Filter- 
papier abgetrocknet werden. Dann wird der Gummiball wiederum leicht 
zusammengepreBt und darauf das Hahnkiiken nach oben um weitere 
go° gedreht. Damit wird das in der Kapillare befindliche Blut und hinter 
diesem die in der Kugel befindliche Kochsalzl6sung aus der Kapillare 
gedriickt und somit das Blut vollstandig in das Gefa gewaschen, in 
welchem es abgemessen werden soll. 


Sodann wird der Ball aufs neue zusammengepreBt und die Kapillar- 
spitze in die Kochsalzl6sung getaucht ; diese wird wie anfangs beschrieben 
in das kugelf6imige und das dariiber liegende eif6rmige GetaB gesaugt. 
Ist letzteres fast gefiillt, so wird das Hahnkiiken um 90° gedreht, der Gummi- 
ball aufs neue zusammengedriickt und dann das Kiiken um weitere 90° 
nach unten gedreht. Damit wird die Fliissigkeit aus dem eiférmigen GefaB 
wiederum durch die Hahnbohrung, welche nunmehr aber von der ersten 
Abmessung noch Blut enthalt, und die Kapillare ausgetrieben, wobei die 
Hahnbohrung gleichzeitig vollkommen vom Blut gereinigt wird. Damit ist 
der MeBapparat zur nachsten Blutabmessung bereit. 


Die Kapillaren kénnen von 0,01 bis 0,5 cem gewahlt werden. Doch 
eignet sich fiir die Blutzuckerbestimmung am besten eine von 0,1 cem. 
Gegentiber den sonst iiblichen Kapillarpipetten, mit denen man wechselnde 
Mengen an Blut abmessen kann, hat dieses Instrument den Vorteil des 
rascheren und viel genaueren Arbeitens. 


2. Fallungesgefabe. 


Sie haben die Form verkiirzter Reagensglaser, deren Offnungen trichter- 
for1mig erweitert sind und eine Auslaufschnauze besitzen. In diese mit 
ZnSO, und NaOH nach der Urvorschrift gefiillten GefaBe wird das Blut 
hineingespult. Dann werden sie zusammen mit den KontrollgefaSen in das 
Metallgestell gesetzt und in itiblicher Weise im Wasserbad erhitzt. Die 
trichterfOimige Erweiterung hat den Zweck, daB man am oberen Rande 
bei der nachfolgenden Filtration die heiBen GefaBe sicher halten kann, 
ohne sich die Finger zu verbrennen; die Auslaufschnauze erlaubt die be- 


queme quantitative Uberfiihrung des Inhalts in das FiltriergefaB. 


Die Vorschritt des dreimaligen Nachspiilens dieser GefaBe mit etwa 
6eem heiBem destilliertem Wasser wird so ausgetiihrt, daB nach Entleeren 
des ersten GefaBes dieses mit etwa 2 ccm kaltem destilliertem Wasser gefiillt 
wid und nach Schwenken in das im Wasserbad gebliebene Metallgestell| 
zuruckgestellt wird. Danach werden die folgenden Glaser in gleicher Weise 
fortlaufend behandelt. Nach Entleerung des letzten GefaBes wird mit dem 
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gleichen ProzeB beim ersten wieder begonnen: unterdessen ist die erst 
entleerte Fliissigkeit aus diesem bereits restlos durch das Filter gelaufe: 
und weiterhin ist das kalte Wasser in ihm geniigend erhitzt worden. Auch, 
nach dieser zweiten Entleerung wird das Glas wiederum mit etwa de: 
gleichen Menge destillierten Wassers gefiillt und ins Wasserbad zuriick 
gestellt. Nach Beendigung der zweiten Entleerungsreihe folgt die dritte, nach 
der die Glaser fortgelegt werden. 

Auf diese Weise wird in kontinuierlichem Arbeitsgang sorgfaltigste 
Ubertragung der Blutfliissigkeit auf das Filter und bestméglichste Aus 
waschung des Filters in kiirzester Zeit erreicht. 


3. FiltriergefaiBe. 


An diesen ist Trichter und FiltergeféB vereinigt. as Praparatenglas 
ist oben im Winkel von 60° erweitert, unter diesem Trichteransatz santt 
verengt. Die Filtration erfolgt nicht durch gereinigte Baumwolle oder 
Watte, sondern durch Filter von Schleicher d& Schill von 7 em Durchmesser 
Nr. 595. Diese enthalten keine st6renden Verunreinigungen, wie die Leer- 
kontrollen im Vergleich mit Leertitrationen leicht beweisen. Nach Abschlui 
der vorher kurz beschriebenen Filtration und dreimaliger Nachwaschung 
des leergelaufenen Filters mit heiBem destilliertem Wasser werden die 
Filter aus den trichterf6rmigen Erweiterungen entfernt, wobei die letzten 
diesen anhaftenden Fliissigkeitstropfen gleichfalls in die Praparatengliser 
herablaufen, die nunmehr nach Zusatz der iiblichen Menge Kalium.- 
ferricyanidlésung — zusammen im passenden Gestell ins Wasserbad gestellt 
und dort in bekannter Weise erhitzt werden. 


4. Biirettengestell. 


Im Gegensetz zu der iiblichen Methodik, be! der alle Fliissigkeiten 
mittels Pipetten aus Vorratsflaschen abgemessen werden, bis auf die n/200 
Natriumthiosulfatl6sung, die zur Endtitration Verwendung findet, sind 
hier simtliche Fliissigkeiten in Biiretten enthalten und werden aus diesen 
in die GefiBe gemessen. Sechs Biiretten sind an einem passenden Gestell . 
welches auf einer runden Porzellanplatte mit GummifiiBen zentral steht, 
derart befestigt, daB man jede Biirette durch miihelose Drehung des Gestells 
nach vorn bringen kann. Alle Biiretten sind entsprechend den ihnen zu 
entnehmenden Mengen unterteilt, um Verwirrung zu vermeiden. Die 
Biiretten fiir ZnSO,, NaOH, Essigséiure sind aus farblosem Glas und mit 
Schellbachstreifen versehen; die Biirette der ZnSO,-KJ-NaCl-Lésung ist 
aus braunem Glas. Die Biirette fiir Kaliumferricyanid ist eine Mikro- 
biirette aus braunem Glas, welche nur die Nullmarke und die von 2,0 cem 
enthalt. Sie erlaubt damit eine sehr genaue Abmessung der Lésung. Die 
Titrationsmikrobiirette faBt 2,2 cem mit Teilung in '/j9,cem. In ihren 
Auslaufhahn ist eine Kapillare aus Chromnickelstahl eingeschmolzen. 
an der erstens die Fliissigkeit auBen nicht hochsteigt, da sie spiegelblank 
poliert ist und welche zweitens Tropfen von annéhernd '/j9) cem liefert 
Die Titration — nach Zusatz von 3 Tropfen 1° iger Lésung von lésliche: 
Starke nach Zulkowsky aus kleiner Tropfflasche erfolgt so, daB mittels 
eines Riihrstabes die Fliissigkeit im Praparatenglas dauernd gut vermischt 
wird. Durch die langliche Form des GefaBes ist auf dem weiBen Untergrund 
der runden Porzellanplatte des Biirettengestells unschwer auch die letzte 
Spur von Blaufarbung zu erkennen. 
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®. Schlubbemerkungen. 


Diese nunmehr linger als 1 Jahr kontinuierlich benutzte Apparatur 
erlaubt auf bequemem Wege die Durchfiihrung von groBen Reihenunter- 
suchungen mit ausgezeichneter Genauigkeit : zwischen Parallelbestimmungen 
werden Titrationsunterschiede von etwa '/,9,cem bei Ubung nicht iiber- 
schritten. Die Benutzung von destilliertem Wasser zum Nachspiilen des 
Blutes in der BlutmeBpipette hat gezeigt, daB zusammen mit der hierbei 
eintretenden Hamolyse der Erythrocyten bei einigen Blutarten vergréBerte 
Reduktionswerte entstehen kénnen. Infolgedessen ist die Verwendung von 
physiologischer Kochsalzlésung zu empfehlen. 

Die Apparatur wird von H. L. Kobe, Berlin N 4, Hessische StraBe, in 
den Handel gebracht. 





Notiz iiber einfache Gewinnung yon kristallisiertem Dioxyaceton 
auf biochemischem Wege. 
Von 
C. Neuberg und E. Hofmann. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


Seitdem G. Bertrand! die partielle Oxydation sekundarer Zucker 
alkohole, insbesondere die Uberfiihrung von Sorbit in Sorbose und von 
Glycerin in Dioxyaceton, durch das Bacterium xylinum beschrieben hat, 
ist eine Reihe von Mikroben aufgefunden, die ahnlich wirken. Eine 
umfassende sowie systematisch wichtige Ubersicht iiber diese Bakterien 
und ihre keineswegs gleichen Leistungen bietet die Abhandlung von 
S. Hermann und P. Neuschul*. 

In letzter Zeit hat man wiederholt einzelne solcher Bakterien 
dazu benutzt, um schwer zugangliche Ketosen praparativ darzustellen. 
So konnten z. B. H. H. Schlubach und J. Vorwerk sowie K. Maurer 
und B. Schiedt® |-Sorbose aus Sorbit vorteilhafter als friiher durch 
Bacterium xylinum gewinnen. J. St. Neuberg* hat mit Hilfe von Aceto- 
bacter suboxydans Mono-methylin und Mono-athylin in die ent- 


sprechenden Alkyl-ketosen iibergefiihrt. Ein von 7’. Reichstein® fiv 
analoge Zwecke empfohlener Erreger ist nicht einwandfrei charakterisiert. 
Acetobacter suboxydans, der sich fiir derartige Oxydationen besonders 
gut eignet, haben A.J. Kluyver und F. J. G.de Leeuw® sowie F. Visser’ 
Hooft? aufgefunden und_ beschrieben. 


Der letztgenannte hat bereits gezeigt, daB sich aus den mit B. sub- 
oxydans behandelten Glycerinlésungen Dioxyaceton in’ Substanz 
isolieren laBt; Ausbeuten an kristallisierter Substanz sind nicht an- 
gegeben. Das gleiche gilt fiir die Untersuchungen von A. J. Virtanen 
und &. Barlund®, die einen von ihnen selbst geziichteten Mikroorganis- 
mus, das B. dioxyacetonicum, verwendet haben. 

Seit einiger Zeit haben wir nun Dioxyaceton im chemischen Labora- 
torium, unter Verzicht auf spezielle bei bakteriologischen Arbeiten 
sonst tibliche Hilfsmittel, in gréBerer Menge dargestellt, weil die Keto 


' G. Bertrand, Ann. Chim. et Phys. [8], 3, 181, 1904. — ? S. Herman: 
u. P. Neuschul, diese Zeitschr. 238, 129, 1931. — ® H.H. Schlubach 
J. Vorwerk, B. 66, 1251, 1933; K. Maurer u. B. Schiedt, diese Zeitschr. 271. 
61, 1934. 1 1. St. Neuberg, diese Zeitschr. 255, 6, 1932. § 7", Revel 
stein, Helv. chim. Acta 17, 996, 1934. 6 A.J. Kluyver u. F.S.G 
de Leeuw, Tijdschr. vergel. Geneesk. 10, 170, 1924. 7 F. Visser’t Hoojt, 
Dissertation Delft, 1925. 8 4.J. Virtanen u. B. Barlund, diese Zeitschr. 
169, 169, 1926. 
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ivriose neuerdings groBes wissenschaftliches Interesse fiir Synthesen 
ind biochemische Fragen erlangt hat, im Handel aber nicht mehr er- 
haltlich ist. 

Die Gewinnung geschieht leicht nach tolgendem Verfahren: 


In einem groBen Emailletopf werden 2 Liter Leitungswasser zum 


, Page , on ae 
Sieden erhitzt und mit einem Brei versetzt, der aus 750 g frischer ab- 


yepreBter untergariger Bierhefe und 1 Liter heiBen Wassers bereitet 
ist. Unter andauerndem Rihren kocht man 20 Minuten lang, labt 
die Zellreste sich absetzen und dekantiert vom Bodensatz ; dieser liefert 
durch Filtration noch einen Rest von Hefewasser. Zu der so erhaltenen 
Abkochung gibt man 100 cem 123 g reines Glycerin D. A. B. V1, 
fillt mit Leitungswasser auf 10 Liter auf und verteilt die Mischung 
auf vier Stehrundkolben von je 5 Liter Inhalt. Diese erhitzt man nach 
VerschluB mit Zellstoff sofort sowie an den zwei folgenden Tagen auf 
dem Drahtnetz tiber freier Flamme jeweils '/, Stunde. Am dritten 
Tage beimpft man die Kolben nach dem Erkalten mit einer Vorkultur 
von Acetobacter suboxydans, bewahrt sie bei etwa 25 bis 30° auf, bis 
in den alle zwei Tage entnommenen Proben keine Zunahme der Re- 
duktionskraft gegeniiber Fehlingscher Mischung mehr stattfindet. Die 
erwahnte Vorkultur legt man an, indem man etwa 200 cem einer wie oben 
erhaltenen sterilen Hefewasser-Glycerin-lésung aus einer Stammkultur 
von Acetob. suboxydans mit der Platinnadel beimpft und bei 25 bis 30° 
stehen léBt, bis lebhaftes Mikrobenwachstum eingetreten ist. 

Bei den in solcher Weise durchgefiihrten Versuchen steigt nach 
etwa 12 Tagen das Reduktionsvermégen nicht mehr an. 

Zur Abscheidung des Dioxyacetons sind die Lésungen aus den vier 
Kolben mit Calciumearbonat, Kieselgur und Tierkohle zu versetzen 
und zu filtrieren. Die Filtrate werden zunichst im Faust-Heimschen 
Verdunstungskasten und zuletzt im Vakuum bei 33° eingeengt. Der 
dabei erhaltene Sirup wird alsdann mit soviel Alkohol aufgenommen, 
daB erneuter Zusatz keine Triibung mehr verursacht. Darauf wird 
die Fliissigkeit filtriert, der gréBte Teil des Weingeistes bei niederer 
Temperatur abgedampft und der Riickstand (etwa |, Liter) in 3 Liter 
Aceton eingertthrt. Dabei scheidet sich ein ziher Sirup aus, von dem 
abdekantiert wird. Aus der Acetonlésung wird die Triose durch Ent- 
fernen des Solvens unter vermindertem Druck als Sirup erhalten, der 
zunachst im Vakuum-Exsikkator von Aceton und Wasser vollstandig 
befreit und nach dem Animpfen 1 Tag im Eisschrank aufbewahrt wird. 
Der schnell entstehende Kristallbrei wird nach 2 Tagen mit kaltem 
Aceton verrieben und die Triose (60 g¢) durch Absaugen auf der Nutsche 
abgetrennt und mit kaltem Alkohol gewaschen. Das Produkt ist 
bereits so gut wie rein. 
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Aus dem Filtrat des ersten Kristallbreis wird nach dem beschriebene: 
Vorgehen ein zweiter Anteil (35g) erhalten. Gesamtausbeute 95 ¢ 
kristallisiertes Dioxyaceton, das sind 77°, der theoretisch méglicher 
Menge. 

Durch Lésen in heiBem Alkohol, EingieBen in viel Aceton, Schittel 
mit Tierkohle, Filtrieren, Einengen zum Sirup und Auskristallisieren 
lassen erhalt man absolut reine Triose. 

Nach der Titration ist, wie wir schon friiher beschrieben haben! 
die Ausbeute mit B. suboxydans nahezu quantitativ, der sicher erzielbar 
Ertrag an kristallisiertem Dioxyaceton der hichste, der u. W. bislang 
erreicht ist. Bertrand (l. c.) erhielt seinerzeit, zum Teil auf dem Um 


wege tiber die Bisulfitverbindung, 20 bis 25 °/, Dioxyaceton mit dem 


B. xylinum, das an sich nach Bernhauer und Schén? sowie nach 
Hermann und Altschul (|. ce.) — gemaB der von ihnen allein gepriiften 
Reduktionskraft der Kulturfliissigkeit — auch ziemlich quantitative 
Oxydation zuwege bringt. 

Wichtig ist, daB nicht mehr wie nach den Vorschriften der alteren 
Autoren in geringen Schichthéhen gearbeitet zu werden braucht. Eine 
Zugabe von Puffern oder verdiinnten Sauren erwies sich als unndétig 
Alle bakteriologischen Sonderprozeduren kommen in Fortfall. Ein 
Brutschrank ist entbehrlich. Eine Weiterverarbeitung des entstandenen 
Dioxyacetons durch das B. suboxydans findet nicht statt. Die Versuchs- 
zeit ist kurz. Erleichtert wird die Darstellung, wenn man tber Impt- 
kristalle verfiigt, die wir gern abgeben. 


1. Neuberg u. E. Hofmann, diese Zeitschr. 224, 496, 1930. 
2 K. Bernhauer uc. K. Schon, H. W774, 107, 1928. 
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Uber das System Zucker-Aminosiure-Hefe. 


Von 
Fritz Lieben und Bella Bauminger. 


(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien.) 
Ausgetiihrt mit Unterstiitzung der Seegenstiftung der Akademie der Wissen- 
schaften in Wien. 


(Eingegangen am 11. Juni 1935.) 


Es ist wohl nicht daran zu zweifeln, daB im Getriebe des Zellstoff- 
wechsels in vivo das Zusammenwirken von Kohlenhydraten und EiweiB- 
kérpern bzw. derer Abbauprodukte eine wichtige, wenn auch noch 
kaum erforschte Rolle spielt. Im Verlaufe yon Arbeiten', die ein 
soleches Zusammenwirken von Derivaten aus den beiden Stoffwechsel- 
bereichen zum Gegenstand haben, wobei als Modell statt tierischer 
Zellen Hefe verwendet wurde, haben wir das System Zucker — Amino- 
siure-Hefe, iiber das gleichfalls nur wenig Untersuchungen vorliegen, 
naher studiert. 


Synthese von Aminosdiuren und Zuckern im Hefeautolysat, die mit 
Kupferhydrat fallbare Verbindungen liefern sollen, behaupteten Kost yt- 
schew und Brilliant?. Durch Beobachtung der optischen Drehung lassen 
sich Reaktionen von Zuckern mit Aminosiuren wahrnehmen: wie fiir 
Fructose und d, l-Alanin von Neuberg und Kobel*® bei neutraler Reaktion; 
im alkalischen Bereich ist dies auch fiir andere Kombinationen von Borsook 
und Wasteneys + sowie von Euler und Josephson® gezeigt. 

Von besonderem Interesse fiir uns ist aber eine weitere Arbeit von 
Neuberg und Kobel®, bei der u. a. die Vergarung von Zucker-Aminosauren- 
und Zucker-Harnstoffgemischen studiert wurde. Obwohl die Reaktion 
zwischen den Komponenten wohl keine tiefgehende Verainderung bewirkt, 
wurde bei der angewandten Versuchsanordnung immerhin gefunden, dai 
die Gemenge von Zucker und Aminosauren mit frischer Hefe schneller 
vergaren als Zuckerlésungen fiir sich**; es wurde die Kohlensiureentwicklung 
gemessen, die, wie die Autoren bemerken, in den Gemengeversuchen auch 
zum Teil aus der Decarboxylierung der Aminoséuren stammen konnte; 
in Hefeséften dagegen wurde die Kohlensiureproduktion im Gemenge- 
versuch gehemmet. 


1 F, Lieben u. V.Getreuer, diese Zeitschr. 269, 69, 1934; F. Lieben u. 
St. Molnar, ebenda 277, 165, 1935; vgl. auch F. Lieben u. V.Getreuer, 
ebenda 252, 420, 1932. 2S. Kostytschew u. W. Brilliant, Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 127, 224, 1923. — * C. Newberg u. M. Kobel, diese Zeitschr. 
162, 496, 1925. 4 H. Borsook u. H. Wasteneys, Biochem. J. 19, 1136, 
1925; zit. nach Chem. Centralbl. 1926, II, 16. — ° H. v. Euler u. K. Josephson, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 153, 1, 1926. 6 C, Neuberg u. M. Kobel, diese 
Zeitschr. 174, 464, 1926. 
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F. Lieben u. B. Bauminger: 


I. 

In den folgenden Versuchen wurde zuerst die Frage aufgeworfen, 
ob beim Erwarmen von Glucose und Glykokoll fiir sich allein (ohne 
Hefe) die Aminoséure verandert bzw. ihr Ammoniak abgespalten wird. 

Z.B.: 5,4g Glucose, 1,6g Glykokoll werden auf dem Wasserbad 
2 Stunden erwirmt. Die NH,-Bestimmung nach Folin ergibt kein frei- 
gewordenes Ammoniak; wird aber die Bestimmung durch Destillation mit 
MgO vorgenommen, so erhalt man 4,5 mg NH, oder nach | Stunde Kochen 
3,9 mg NH,; es entsteht also eine sehr kleine Menge Ammoniak, und zwat 
erst bei der Destiliation in Gegenwart von Zucker, wahrend in Abwesenheit 
desselben dies bekanntlich nicht der Fall ist. 

Die Anwesenheit von Zucker hat also eine geringfiigige ,,auf- 
lockernde‘* Wirkung auf die NH,-Gruppe des Glykokolls. 

Der Zucker andererseits wird bei diesem Versuch durch die Anwesenheit 
von Glykokoll um ein weniges weiter abgebaut als beim Fehlen des Zusatzes : 
z. B. auf 88,9, statt 92,6°, des urspriinglichen Wertes; in der Gemenge- 
probe tritt auBerdem eine braune Verfarbung auf. 

Die erste von uns benutzte Versuchsanordnung war die folgende: 

a) 4g Glucose, 1,66 g Glykokoll bzw. 2 g d,l-Alanin, 8 bis 10g Hefe 
(Ankers PreBhefe), 200 cem Leitungswasser ; 

b) dasselbe ohne Aminosaure; durch beide GefaBe wurde ein Luftstrom 
geleitet, zumeist 2 Stunden lang. Nach dem Versuch wird die Hefe iiber 
Kieselgur abgesaugt und im Filtrat der vorhandene Zucker nach det 
Methode von Pavy-Kumagawa-Suto, die Aziditat durch direkte Titration 
und die Menge der Aminoséiure durch Titration nach Sérensen ermittelt; 
in einigen Fallen wurde in vorgelegten Kolben mit n/5 Barytlésung die 
wahrend des Versuchs ausgetriebene Kohlensiure bestimmt. 

Es laBt sich tiber diese Versuchsgruppe zusammenfassend sagen, 
da zwar in der Mehrzahl der Falle der Zuckerwert nach Pavy in den 
Proben mit Glykokoll oder Alanin starker abgesunken war, als in den 
Proben ohne Aminoséure; doch war wiederholt auch umgekehrt dieser 
Wert in den Gemengeproben gegeniiber der Kontrolle erhéht und es 
ist trotz mannigfaltiger Versuche nicht gelungen, die Ursache dieses 
Verhaltens eindeutig festzustellen. Es zeigte sich lediglich, daB eine 
langere Dauer des Versuchs baw. des Luftdurchleitens dazu fiihrt, dal 
die Aminoséure im Endeffekt hemmend auf den Zuckerabbau wirkt 
Auch die Kohlensaiureproduktion zeigte keine GesetzmaBigkeit. Das 
Glykokoll war in allen Fallen fast vollstandig (etwa 90°.) im Hefe- 
filtrat vorhanden; Alanin wird von der Hefe starker aufgenommen 
Eine Ammoniakabspaltung fand nicht statt. Als regelmdpige Beob- 
achtung in allen Versuchen ergab sich jedoch, daB in den Filtraten 
der Gemengeproben durchweg die Aziditdt gegeniiber der der Kontroll- 
probe ohne Aminosaure deutlich erhdht ist, auch wenn man die gering 
fiigige Aziditét, die in Proben mit Aminoséuren allein auftritt, be 
rucksichtigt. 
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Glucose Glykokoll : Aziditat 
— eem n/10 NaOH 


. ( 
1,6 } le, | 2 Std. Luft 
| durchleiten 


2, 
8, 
1, 


1,6 


Il. 
Anders sind die Verhaltnisse bei genauer Einhaltung der Neuberg- 
schen Versuchsbedingungen: Zucker und Aminosaure stehen hier im 
molaren Verhaltnis 3:2 z. B.: 





Glucose Glykokoll Wasser Pavy, %/, des 
g g g cem Zusatzes 
0.8 0.5 30 55.5 
—_ 0,5 30 65 
0,9 g¢ d,1-Alanin 0,5 30 37 
— 0,5 30 66 


LO DO HO bo 
~~~) 


Die Proben standen 23 Stunden bei Zimmertemperatur. Der 
Zuckerabbau war hier, wie schon Neuberg an der erhéhten Kohlensaure- 
produktion festgestellt hatte, durchweg beschleunigt; ebenso war stets 
die Aziditat in den Gemengeproben gegeniiber den Kontrollproben 
erhéht; bei der obigen Versuchsanordnung z. B.: in Probe a) 5,7 cem 
n/10 NaOH, b) 3,3 cem, c) 0,8, 6 + ¢ 4,1 cem. Die Aminosiurewerte 
nach Sorensen im Filtrat entsprechen den bei der friiheren Versuchs- 
serie I gefundenen; eine Ammoniakentwicklung war nicht wahrzunehmen, 
ebensowenig ein EinfluB der Anwesenheit des Zuckers auf die gréBere 
oder geringere Aminosdureaufnahme durch die Hefe. — Von Interesse 
ist, daB diese Beschleunigung des Zuckerabbaus durch die Aminosaure 
sofort verschwindet bzw. haufig in geringe Hemmung, wie in der ersten 
Versuchsserie, umschlagt, wenn man die Hefemenge erhéht (natiirlich 
bei Herabsetzung der Versuchsdauer) : 





Y Versuchs- 
Glucose d, l-Alanin Wasser Pary, °/o des dauer 
Zusatzes . 
g 4 £g eem Std. 


0.9 Ri 30 63,7 
Ral 30 $2.5 
0.9 30 77 
= ‘ 30 
0,9 5, 3) 
— 5,£ 30 

OS g Glykokoll 50 
cone 50 
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Von anderen Aminosiuren wurde noch 1-Histidin verwendet 
es zeigt ungefahr den gleichen Effekt wie Glykokoll oder d, l-Alanin 
Sarkosin an Stelle der Aminoséuren hat einen hemmenden EinfluB aut 
die Vergdrungsgeschwindigkeit; auch die Aziditat ist nicht wesentlich 
erhéht. Didthylamin hat keinerlei EinfluB auf den Zuckerabbau. Wird 
bei der Versuchsanordnung nach Neuberg noch Luft durch die Proben 
geleitet (Versuchsdauer 7 Stunden), so zeigt sich keine Anderung des 
Effektes. 

Il. 

Was die Natur der gebildeten Sdure betrifft, so haben wir neben 
Acetaldehyd das Vorhandensein von Milchsdure und Brenztraubensdur 
festgestellt; die letztere wurde auch als 2, 4-Dinitrophenylhydrazon 
nach Neuberg-Kobel nachgewiesen. 





Brenz- 

Glu- = Glyko- “ Versuchs- Aziditat Milch- | tranben 

cose koll Hefe Wasser — dauer Aldehyd | siure sanre 
ecm . 

g ecm Std. n/l0 NaOH mg mg mg 


2,4 90 48 34,2 3,25 44,8 20,9 
ail 90 48 14,6 | 1 3,4 39,0 3,8 
2,4 90 48 3,7 | 2 


83 | 92 | 22) 04 

Die Milchsiurebestimmung erfolgte nach Friedemann, Cotonio 
und Shaffer}; fiir die Brenztraubenséurebestimmung wurde nach dem 
Vorgang des einen von uns? eine Reduktion mit Zn und HCl voraus- 
geschickt. Man sieht durch Umrechnung in ecm n/10 Lésung, dal 
nur '/, bis 1/, der gefundenen Aziditat so festgelegt wird. Ein weiterer 
Bruchteil der Aziditét diirfte auf die saure Reaktion zuriickzufiihren 
sein, die auch ohne Hefe bei gleichzeitiger Anwesenheit von Zucker 
und Aminoséure auftritt (z. B. 2,7 g Glucose, 0,8 g Glykokoll, 0,5 ¢ 
Hefe geben nach 24stiindigem Stehen 6,6 ccm n/10 Aziditat; dasselbe 
ohne Hefe 1,9 ccm n/10 Aziditat). 

Man sieht ferner, daB die Erhéhung des hier festgestellten Anteils 
der Aziditét mehr auf die Erhéhung der Brenztraubensaure als de: 
Milchséure zuriickzufiihren ist. Bei Verwendung von d, l-Alanin da 
gegen kommt die Erhéhung nur bei der Milchsdéurefraktion in Frage, 
da in der Probe entsprechend ¢ aus dem Alanin selbst so viel Brenz- 
traubensaiure entsteht, daB 6 +c fast den Wert von @ erreicht. 
In allen Hefefiltraten war Bernsteinsdure durch qualitative Reaktione: 
nachzuweisen, dies gilt aber auch von Hefefiltraten ohne Zusatz. 


1 Th. E. Friedemann, M. Cotonio, Ph. A. Shaffer, J. of biol. Chem. 73, 
1927; s. auch 82, 23, 1928. — ? F. Lieben, diese Zeitschr. 135, 240) 
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IV. 


Wir haben schlieBlich noch die seinerzeit von Fiirth und Lieben! 
angegebene Versuchsanordnung fiir die vorliegende Fragestellung 
herangezogen. Es ergab sich, daB die Aminoséure den Abbau des Zuckers 
durchweg beschleunigt, die Aziditdt wird erhéht, ebenso die Kohlensaure- 
produktion. Die Aminoséure wird wieder fast vollstandig im Hefe- 


filtrat vorgefunden, z. B.: 





s Ver- 
Glu- Glyko- Pavy Aziditit eem 
’ ‘ r | Suchs- ’ 
koll | Hefe Wasser 5 des Sorensen n5 CO,- 


dauer ™ 
Zusatzes ecm Lésun 
g g ecm Std. n/l0 NaOH & 


1,6 25 300 3/4 35 41,4 1,55 (97%) | | 220 

— | 2% | 300 | % 42 28,5 bes 182 

Bei Verwendung von Alanin sind die entsprechenden Werte nach 

Pavy a) 40%, b) 57.6%: dagegen war im Versuch mit d, ]-Alanin eine 

Hemmung des Abbaus wahrzunehmen; diese Spezifitdt ist bemerkens- 
wert. Eine Ammoniakabspaltung findet auch hier nicht statt. 


Zusammenfassung. 


Es wird der EinfluB der Anwesenheit von Aminosaéuren auf den 
Abbau von Zucker durch Hefe in verschiedenen Versuchsanordnungen 
studiert. Eine Beschleunigung des Abbaus wurde nur unter Einhaltung 
bestimmter Bedingungen mittels der Methode von Pavy festgestellt, 
und zwar 1. bei einer Anordnung, bei der schon Newberg eine vermehrte 
Kohlensaéureentwicklung in den Gemengeproben festgestellt hatte, 
sowie 2. nach der Anordnung nach Fiirth und Lieben (Schiitteln im 
Sauerstoffstrom). Die Aminoséiure wird niemals angegriffen, es findet 
auch keine Ammoniakabspaltung statt. Bei allen benutzten Versuchs- 
anordnungen wurde ferner eine Erhéhung der Gesamtaziditat in Gegen- 
wart der Aminosdure wahrgenommen; dieselbe konnte zum Teil auf 
vermehrte Milchséiure- und Brenztraubenséurebildung zuriickgefiihrt 
werden. — Ohne auf den Mechanismus dieser Reaktionen naher ein- 
gehen zu wollen, kann ausgesagt werden, daB es sich bei der Garungs- 
beschleunigung durch Aminoséuren jedentalls nur um eine voriiber- 
gehende, nicht tiefergreifende Reaktion zwischen Zucker und Amino- 
saure handeln kann. 


! O. Firth u. F. Lieben, diese Zeitschr. 128, 144, 1922; 182, 165, 1922. 





Cher Diffusion cholathaltiger Fettsiurelésungen. 
Von 
Otto Fiirth und Heinz Herrmann. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Wiener Universitat.) 


(Eingegangen am 11. Juni 1935.) 


Im vergangenen Jahre haben wir gemeinsam mit Josef Breuer' 
iiber die Diffusion lecithinhaltiger Fettsaéuresuspensionen und dir 
Komplexbildung aus Fettséuren und Lecithin mit Gallenséuren berichtet 
Die urspriingliche Absicht, etwa Olsaure aus Cholatlésungen in Gallerten 
hineindiffundieren zu lassen und nach einiger Zeit einfach die Menge 
eingedrungener Olséure durch Mikrobestimmung festzustellen, erwies 
sich als praktisch undurchfiihrbar. Wir fanden nur einen gangbaren 
Weg, namlich auf Diffusionsversuche mit unveranderten hohen Fett- 
siuren zu verzichten und statt dessen die Diffusion von Monojodbehen- 
sdure zu beobachten. Diese kann leicht aus ihrem Jodgehalt errechnet 
werden. Zur Jodbestimmung diente uns ein in diesem Institut aus- 
gearbeitetes, sehr leistungsfaihiges Mikrojodbestimmungsverfahren von 
Th. Leipert?, wobei die Zerst6rung organischer Substanz mit Chrom- 
schwefelsaure unter Zusatz von Cerisulfat erfolgt. Die bei Beobachtung 
der Diffusion der Jodbehensiure zutage tretenden komplizierten, 
teilweise paradoxen Erscheinungen forderten zu einer genaueren Analyse 
auf. Insbesondere sollten einzelne physiologisch bei der Fettresorption 
in Betracht kommende Faktoren, wie anorganische Ionen, hydro- 
tropisch und agglomerativ wirksame Zusatze, Proteine und Gallen. 


séuren genauere Beriicksichtigung finden®. 


Die Durchsicht der Literatur tiber die Diffusion von Kolloiden in Gallerter 
im allgemeinen ergab zwar, da® eine groBe Zahl einschlagiger Unter 
suchungen vorliegt, daB aber die Mehrzahl derselben qualitativer und nu 
eine Minderzahl quantitativer Natur ist. So wurde die Diffusion in Gallerten 
studiert an Goldsolen (Svedberg, 1909, 1925), kolloidem Silber (Henri und 
Gampel, 1909), Natriumsilikat (Ganguly, 1927), Farbstoffen (Bechhold und 
Ziegler, 1906, Herzog und Potozky, 1914, Traube und Shitaka, 1922, Mommsei, 
1926, Bennhold, 1927, Chini, 1931), Starke und Gummi (Bruins, 1931/32, 
Hartley, 1931), Amylodextrin (Samec, 1932), Cellulose (Aréger und Gunsk yy. 
Herzog und Kriiger, 1926), Agargallerten (Eykman, 1909), Hamoglobin 
(Northrop und Anson ,1929, Liesegang und Mastbaum, 1929, F. P. Fischer, 
1932), Hamocyanin (7iselius und Gross, 1934), Pepsin und Lab (Dauwe, 1905, 
Herzog, 1907), Trypsin, Ptyalin, Katalase (Nezl/, 1921), Hamolysinen 
(Craw, 1905), Proteinen (Herzog, 1908, Eyckmann, 1909, Gabler, 1931) u.a.m 
' Diese Zeitschr. 271, 233, 1934. — ? Th. Leipert, ebenda 261, 436, 1933 
’ Hinsichtlich der Technik von Diffusionsversuchen vgl. P. Hirsch in 
Abderhaldens Arbeitsmethod., Abt. LIT, Teil A, 1. Halfte, 1928, S. 857-——86s; 
R.E. Liesegang, Spezielle Methoden der Diffusion in Gallerten, 1930. 
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Diffusion cholathaltiger Fettsaurelésungen. 


Was die uns speziell interessierenden kolloiden Suspensionen fett- 
artiger Korper betrifft, fand Alma J. Neill! die Diffusion von Neutral- 
fetten und Fettséuren durch Kollodiummembrane hindurch von 
Gallenséuren beschleunigt. Eingehendere Untersuchungen hat Mec. Bain? 
an der Stanford-University mit seinen Mitarbeitern durchgefiihrt. Es 
ergab sich fiir die Diffusion von Seifenlésungen keine einfache Beziehung 
zwischen dem Diffusionskoeffizienten und der Fluiditat, wie sie das 
ELinsteinsche Gesetz erfordert ; der Diffusionskoeffizient nimmt vielmehr 
weniger stark ab, als die Fluiditét. Bei Diffusion von 0,025 bis 0,50 n 
Natrium: leatlésung in 0,0015n NaOH wird der Diffusionskoeffizient 
durch Gelbildung, also durch starke Anderung der Viskositat, gar nicht 
beeinfluBt. Die Seife kann also ebenso schnell diffundieren, wenn die 
kolloiden Teilchen fixiert, als wenn sie fliissig und leicht beweglich sind. 
Ubrigens zeigen Seifen hohe Diffusionskoeffizienten. Es scheint, daB 
Viskositat und Gelierungsfaihigkeit auf einer losen Verkettung der 
Primarteilchen beruhen, wodurch die Diffusionsfahigkeit nicht wesentlich 
beeinfluBt wird. 


Kinflu8 physiologisch in Betracht kommender Faktoren auf die Diffusion 
von Jodbehensiure in Gelatine. 


1. Einflup der Konzentration an Gallensduren. 


Ansatz in Petri-Schalen von 8 em Durchmesser, 5° ige Gelatine ent- 
haltend. Dariiber 20 cem glycholsaures Na 5°; 10 Tropfen Jodbehensaure 
darin verteilt. 14stiindige Diffusion bei Zimmertemperatur, dann Jod- 
doppelbestimmung nach Leipert und Umrechnung auf Jodbehensaure. 

Parallelversuch 
mit Diffusion 
von Trauben- 
zucker statt 
Jodbehen- 


shure 
oige Gelatine ohne Glykocholatzusatz, triibe, (Bertrand) 


diffundierte mg Jodbehensiiure . . . . . . . 80,2 80,5 35,5 35,8 
5°oige Gelatine mit Glykocholat, 5°5, triibe, 

diffundierte mg Jodbehenséure . . . . . . . 99,5 99,9 40,5 40,3 
5% ige Gelatine mit Glykocholat, 15°, fast klar, 

diffundierte mg Jodbehensiure . .. . . . . 94,9 95,6 39,5 39,3 
5% ige Gelatine mit Glykocholat, 25°, ganz klar, 

diffundierte mg Jodbehenséiure ... . . . . 55.6 54,8 46,7 46,7 


5° 


Ks ergab sich, daB 5 bis 15°, Glykocholatzusatz zur Gelatine eine 
geringe Steigerung der Diffusion sowohl der Jodbehensaure als auch 
des Zuckers bewirkte. Ein sehr hoher Gehalt der Gelatine an Glykocholat 
hemmte dagegen die Diffusion der Jodbehenséure in hohem Grade, 
wahrend er die Zuckerdiffusion noch steigerte. 


' Alma J. Neill, Amer. J. of Physiol. 57, 478, 1921. — * Me. Bain e. s 
J. Amer. Chem. Soc. 53, 59, 1931; 55, 545, 1933. 


"g 
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2. Einflup der Aziditat. 
Als Lésungsmittel sowohl fiir die Gelatine als auch fiir die Jodbehen 
siure dienten Phosphatpufjermischungen aus KH,PO, und Na,HPO,*, 
Diffusionsdauer 1 Tag. 


Wasser 39,3 


Phosphatpuffer, py diffundierte mg Jod- 3,5 39,2 
PH behensaure 5 43,6 

” PH = 2, 
Also kein wesentlicher EinfluB der Reaktion ! 


41,8 


3. EinfluB eines Kochsalzzusatzes. 





Diffundierte 
Dariiber 10 Tropfen Jodbehens&ure mg Jodbehen- 
in 20 cem saiure 
nach 12 Std. 


Gelatine mit 5% Glykocholat 


o G | 5° Glykocholat obne NaCl 60,5 59,2 
ohne NaCl | . 
| 


5% Glykocholat m/10 NaCl 39.6 40.8 


Gelatine mit 5% Glykocholat 
enthaltend 


m/10 NaCl 


Es ergab sich also eine schon friiher von uns beobachtete starke Diffu- 
sionshemmung durch die Gegenwart von Kochsalz in relativ geringer 
Konzentration (m/10). Ein Parallelversuch, wobei statt der Jodbehen- 
siure, eine 10°%ige Traubenzuckerlésung diffundierte, ergab keine 
deutliche Hemmungswirkung des Kochsalzzusatzes. Es diffundierten 
ohne Kochsalz 431, 429, mit Kochsalz 417, 420 mg Zucker (Bertrand). 

Ein weiterer Versuch analoger Art: Gelatine, 5°5 Natriumglykocholat 
enthaltend; dariiber 20 cem 5°%iger Glykocholatlésung mit 10 Tropfen Jod- 
behensaéure. AuSierdem sowohl oben als unten ein Zusatz von 

NaCl - 50,7 50,1 

NaCl m/40 | nach 14 Stunden waren diffundiert | 46.8 46,0 

NaCl m/10 | mg Jodbehensaure | 44,9 44,3 

NaCl 2 mol. 42,6 42,¢ 

Also deutliche, mit der Kochsalzkonzentration steigende Diffusions- 
hemmung durch Kochsalz. 

Parallelversuch der Diffusion einer 10° igen Zuckerlésung: 

NaCl 0, Bertrand: 55, 55,1 
NaCl m/40: 54, 53,1 
NaCl m/10: 56, 56.9 
NaCl 2 mol.: 57, 58,2 

Also keine Diffusionshemmung des Zuckers durch NaCl. 

Ein weiterer Versuch wurde derart angesetzt, daB iiber 5°jiger Gelatin: 
ohne Kochsalzzusatz, die in einer Kristallisierschale von 76mm Durch 
messer erstarrt war, 40 cem einer 5%igen Natriumglykocholatlésung und 


* Vol. Abderhaldens Arbeitsmethod. 5, 1095, 1919. 
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20 Tropten Jodbehensiure mit verschiedenen Kochsalzmengen versetzt 


wurden. Die nach 24 Stunden diffundierte NaCl-Menge betrug: 





Na Cl- Aussehen der Nach 24 Std. Na Cl- Aussehen der Nach 24 Std. 
Gehalt  diffundierenden ditfundierte Gehalt diffundierenden diffundierte 
¢ Lisung mg Jodbehensiure 0 Liésung mg Jodbehensdure 


0 triib 47,7 46,2 1,5 wenig trib 55,2 56,4 
0.5 etwas triib 54,6 538 5 wasserhell 33,1 32,1 


Kleinere Kochsalzzusaitze haben in diesem Falle eine geringe Be- 
schleunigung der Diffusion herbeigefiihrt. Hin héherer Kochsalzzusatz 
von 2% NaCl hatte dagegen eine starke Diffusionshemmung zur Folge, 
die um so auffalliger war, als dieser NaCl-Zusatz gleichzeitig eine weit- 
gehende Kldrung, also Dispersitatssteigerung, der in der Lésung ver- 
teilten Fettséure bewirkt hatte, von der man eine Steigerung der Diffu- 
sionsfahigkeit hatte erwarten kénnen. Es erinnert das an unsere friiheren 
Beobachtungen!, denen zufolge die an sich naheliegende Annahme, dal} 
die durch Lecithinzusatz geklarten Suspensionen von Jodbehensaure in 
gallensauren Salzen leichter diffundieren wiirden, sich nicht bestatigt 
hat. Wir hatten iibrigens auch friiher beobachtet, daB bei einer Diffusion 
von Jodbehensaure durch Pergamentpapier in Wasser oder in Rinder- 
serum hinein bereits eine physiologische (0,4°,ige) Kochsalzlésung eine 
starke Hemmungswirkung gegentiber der Diffusion der hohen Fettsdure zu 
entfalten vermochte. 


1, EinfluB eines Zusatzes von Zucker, Blutserum, Gelatine oder Casein auf die 
Diffusion von Jodbehensdure in Gelatine. 


Ansatz wie oben. 


Zusatz von Dextrose 0 43,9 43,1 
* 0,1 mol. 41,8 41,4 

+ 0,3 mol. nach 24 Stunden dif- | 39,7 40,3 

1,0 mol. fundierte mg Jod- 31,3 31,8 

40 com Wasser behensaure 44,8 45,5 

40 ,, Rinderserum, 47,3 48,0 

40 ,, Gelatine, 0,5°% 36,1 35.7 

40 ,, Casein, 1% * 39,2 39,4 








* Das Casein wurde durch das Glykocholat (pq 7,5 bis 8) in Lésung 


gehalten. 

Die Resultate beim Zufiigen von Zusditzen waren wechselnd und 
wenig charakteristisch ; nur die m/1 Zuckerlésung offenbarte eine starke 
Hemmungswirkung. 

5. EinfluB des Alterns der Gelatine. 
Ansatz wie friither mit Zusatz von n/10 NaCl. Nach 14 Stunden diffun- 


dierte Menge Jodbehensaéure in mg 


1 Firth, Brueer u. Hermann, 2¢., S. 245. 
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bei Diffusion in frische Gallerte ('/, Stunde nach Eingiefen 
BES CU RO pin 6 SE tag gegt ne 6) ara iS Gees SEO 
bei Diffusion in 14 Stunden alte Gallerte . . .. .. 2. =. =. «88.6 


Also leichte Hemmungswirkung in der gealterten Gallerte. 


6. BinfluB des Quellungszusiendes der Gallerte, 


H. Bechhold sagt}, durch Gegenwart dritter Substanzen kénne di 
Diffusion in Wasser stark beeinfluBt werden: in noch viel hGherem Grad: 
aber erfolge die Beeinflussung der Diffusion in Gallerten. Durch Chlor-. 
Jod-, Nitrationen werde die Qaellung begiinstigt, durch Sulfat- und 
Citrationen dagegen vermindert. Dem wechselnden Quellungsgrad 
entsprechend kénnten die Maschen des Kolloidnetzwerkes erweitert und 
verengert werden. So sei es leicht verstandlich, daB die Diffusion durch 
die engen Maschen weniger rasch vonstatten gehe als durch die weiten 
DaB eine solche Beeinflussung der Diffusion in der Tat erfolge, sei durch 
Bechhold und Ziegler experimentell bewiesen worden, insofern Natrium- 
sulfat die Durchlassigkeit von Gelatine und Agargallerte fiir Elektrolyte 
und Nichtelektrolyte (ahnlich wie der schrumpfend wirkende Alkoho)) 
vermindert. Bekanntlich steht das Rhodanion an dem quellenden Enc 
der Hofmeisterschen Reihe, das Sulfation aber in der Nahe des ent- 
gegengesetzten Endes dieser Reihe. Da friithere Versuche dieses Labora- 
toriums? aber dargetan hatten, daB das Anion der Salicylsdure noch 
jenseits des Rhodanions steht und dieses in seiner quellungsférdernden 
Wirkung noch iibertrifft, haben wir das Eindringen von Jodbehensaur 
in Gelatine bei Gegenwart von Natriumsulfat, Natriumrhodanid und 
Natriumsalicylat vergleichend beobachtet *. 

40 com 5°oiger Natriumglykocholatlésung wurden mit 20'Tropfen Jod- 
behensaure versetzt, die Diffusionsdauer betrug 24 Stunden. 

43,9 44,7 
| 33,3 33,1 


Zusatz von Na-rhodanid 64 
m O.1 n | 
‘i as 0,3 n | mg Jodbehensaure 87,5 37,9 


Nach 24 Stunden diffundierte 


” y 


- 1,0 n 41.2 41s 
Zusatz von Na-salicylat i] 5,7 44.5 
O.1n 21 41,8 
3, 


0.3n 


Nach 24 Stunden diffundierte 


mg Jodbehensiaure | 4465 


' H. Bechhold, WKolloide in Biologie und Medizin, 2. Aufl., 1919, S. 54 

2 O. Fiirth u. R. Scholl, The J. of Labor. and Clin. Med. 18, 991, 1933 

— % Hierzu ist zu bemerken, da®Bs die Quellungsbeeinflussung durc! 
Anionen ihrerseits durch die Gegenwart von Cholaten stark beeinfluBt wird 

So ergaben Versuche nach dem Vorgang von Tomita (diese Zeitschr. 156, 
334, 1924) fiir m/] Rhodanid eine Wasseraufnahme von + 6,5 cem, |b» 
Gegenwart von 5% Glycholat aber nur + leem. Andererseits m | 
Natriumsulfat eine Wasserabgabe von 2c¢cem, bei Gegenwart von 5‘ 
Cholat — 1,5 cem — Cholat allein eine Wasseraufnahme von_ 1,5 cen 
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Zusatz von Natriumsulfat 6 46.8 ° 46,0 
n 0,1 n Nach 24 Stunden diffundierte | 59,2 58,8 
a ‘ 0,3 n | mg Jodbehensaure | 52,3 52,7 
° ‘a 1,0n 42,9 42.9 
Wir sehen also trotz starker Quellwirkung und vermutlich auch 
tarker Maschenerweiterung durch das Rhodansalz eine starkere Diffu- 
sionshemmung bei kleinerer und nur mehr eine geringe bei héherer 
Konzentration. Bei dem Salicylat, das in seiner quellenden Witkung 
das Rhodanid noch tbertrifft, sehen wir tiberhaupt keinen deutlichen 
Kffekt. Bei dem entquellend (maschenverengend) wirkenden Natrium- 
sulfat sehen wir bei geringeren Konzentrationen nicht nur keine Diffu- 
sionshemmung, sondern umgekehrt eine starke Diffusionsbeschleunigung. 
Krst bei einer héheren Konzentration des Salzes ergab sich eine geringe 
Hemmung. Soviel also ist klar, daB das Bechholdsche Maschenschema 
hier nicht anwendbar ist; die Verhaltnisse vielmehr komplizierter 
erscheinen. Beziiglich der sich ergebenden SchluBfolgerungen sei auf 
die Zusammenfassung verwiesen. 


Bestimmung des Diffusionskoeffizienten durch Gallensiure in Lésung 
gehaltener Jodbehensiure. 


te 
Der eine von uns hat sich seinerzeit eingehend mit dem Studium 
der Diffusionsvorgdnge in Gallerten befaBt und hat im Verlauf dieser 
Untersuchungen in Gemeinschaft mit H. Bauer und H. Pietsch! auch 
die Diffusionskoeffizienten verschiedener in Gallerten  hineindiffun- 
dierender Elektrolyte bestimmt. 


Es ergab sich dabei, dali die Diffusionsgesetze im wesentlichen auch auf 
die Diffusion in Gallerten Anwendung finden kénnen und dafi dabei die aus 
dem Fickschen Gesetz abgeleitete Stefansche Gleichung 

A a = ( Ss 

4 up q\t 

im wesentlichen ihre Geltung behalt. Dabei bedeutet D den Diffusions- 
koeffizienten, wu, die Anfangskonzentration der diffundierenden Lésung, 
S die in der Zeit ¢ diffundierte Substanzmenge, g den Querschnitt des 
Diffusionszylinders. Wir maBen die Zeit ¢ in iiblicher Weise in Tagen, den 
Querschnitt in Quadratzentimetern. Mit welchem MaSstab man die Sub- 
stanzmenge S mit, ist gleichgiiltig, vorausgesetzt, daB man nur auch fiir 
die Anfangskonzentration uw, den gleichen MaSstab zur Anwendung bringt. 
Es ergab sich bei diesen Versuchen, da die friihere Meimung, derzufolge 
Elektrolyte in Gallerten vermeintlich langsamer hineindiffundieren als in 
Fliissigkeiten, ebensowenig zutrifft wie die Meinung, da® stark hydratisierte 
schneller diffundieren. Die meisten Elektrolyte dringen im grofen und 
ganzen auch in eine Gallerte addquat ihren Lonenbeweglichkeiten ein, insoweit 
die Diffusionsgeschwindigkeit nicht dureh chemische Affinitaéten oder 


) —= konstant 


1 O. Firth, H. Bauer u. H. Pietsch, diese Zeitschr. 100, 62, 1919. 
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kolloidale Veranderungen in der Gallerte modifiziert wird. So ergab sic 
z. B. als Diffusionskoeffizienten fiir 
Kochsalz. . . . in Leimgallerte 0,91—0,96, in Wasser 0,94 (Thovert), 
Caleiumchlorid re = 0,59—0,92, ,, aia 0,70 (Lang), 
0,93 (Scheffer), 
Essigsdure. . . 4, Ke 0,48—1,00, ,, oa O88 (Oeholm). 


Haufig ergab sich in scheinbarer Annaherung an ein Maximum ein 
allmahliches Ansteigen der D-Werte mit der Diffusionsdauer. 

Salzsdure diffundierte in Agargallerte bei Gegenwart von Indikatoren 
schneller (D = 3,47—3,68 qem/Tag) als in Wasser hinein (2,20—2,6 qem/Tag, 
Ocholm, Nernst-Scheffer, Thovert). Ebenso auch Natronlauge. 

Auf diesen Erfahrungen fuBend, versuchten wir nun auch in analoger 
Art, den Diffusionskoeffizienten durch Gallenséure in Lésung gehaltener 
Jodbehensdure bei ihrem Eindringen in Gelatine zu ermitteln. 

Dabei wurde, um Stérungen nach Méglichkeit auszuschalten, nicht nur 
die Jodbehensaure, sondern auch die Gelatine in 5% iger Natriumglykocholat 
lésung gelést. Auf die Gelatine wurden 40 cem 5°} iger Natriumglykocholat 
lésung mit einem Gehalt von 391,4mg Jodbehenséiure aufgegossen. 
U, = 9,77 mg Jodbehenséure. q = 45,3 qem. Zwei Versuche ergaben: 





t (in Tagen) 0,05 0,17 0,38 1,07 1,42 


S, diffundierte or , ; 
: 8 t yp ‘ ¢ i 
Substanzmenge pe ¢ : , ¢ 3, 7 42,0 me 49,0) 
Jodbehensaure in mg *’ ~ : = 
S 


q\t 


0,892 | 0,834 0,898 0,908 


; S \2 
D = zou ( ) | 0.0057 0.0059 (0.0066 (0.0069 
4U% q\t 





t (in Tagen) 


S, diffundierte Substanzmenge 
Jodbehensiure in mg 


Ss 
q\t 
2 


D vs ( : ) 0.0075 0.0103 0.0091 
= — B h)) e uve 
4U3 q\ty 


Es ergab sich auch hier die vom Stefanschen Gesetz postulierte an- 


> S oie 
nihernde Konstanz der Quotienten —... , welche besagt, dap die diffundiert: 
q\Vt 
Substanzmenge der Wurzel aus der Zeit proportional sein soll. Diese 
Quotienten lagen in unserem Falle zwischen 0,83 und 1,11 und die 
daraus berechneten Diffusionskoeffizienten zwischen 0,006 und 0,010. 
Diese Diffusionskoeffizienten erscheinen als auferordentlich niedriy 
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So betragen z. B. die fiir Maltose errechneten analogen Werte = 0,24 

0,41, fiir Milehzucker 0,27—0,35, fiir Dextrine 0,07 — 0,10, fiir 
Raffinose 0,23 — 0,34, fiir Caramel 0,05, fiir Hamoglobin 0,04, sind also 
insgesamt, wenn auch an sich niedrig, noch immer um ein Vielfaches 
héher als unsere Jodbehensdurewerte. 

Um mehr Klarheit in bezug auf diesen Gegenstand zu gewinnen, 
wandten wir uns nun einer neuen Methode der Bestimmung von Diffusions- 
koeffizienten zu, wobei die Diffusion nicht durch eine freie Oberfliche 
hindurch, sondern vielmehr durch eine pordse Platte beobachtet wird. 


ii, 


Diese von Northrop und Anson! in Princeton ausgearbeitete und 
weiterhin von Zeile? fiir die Bestimmung von Diffusionskoeffizienten 
hochmolekularer Kérper verwertete Methode beruht darauf, daB die 
Diffusion durch eine sehr diinne Schottsche Glasfilterplatte hindurch 
erfolgt. Es ist klar, daB, wenn man mit Hilfe einer derartigen Filter- 
platte den Diffusionskoeffizienten einer Substanz in absoluten Ein- 
heiten ermitteln will, man eigentlich die Dimensionen der Trennungs- 
jliche, durch welche hindurch die Diffusion erfolgt, kennen miiBte. 
Nun kann aber bei einer porésen Membran dieser Wert nicht direkt 
gemessen werden, da weder der Radius noch die réumliche Anordnung 
der Poren bekannt ist. LaBt man aber eine Substanz oder mehrere 
Substanzen von bekannten Diffusionskoeffizienten durch die gleiche 
Membran diffundieren, so kann man leicht die ,, Membrankonstante K 
dieser Membran ein fiir allemal errechnen, insofern zwischen dieser, dem 
Diffusionskoeffizienten D, der diffundierenden Substanzmenge S und 
der Zeit ¢ nach Northrop die einfache Beziehung D = be besteht. 

t 
Nun fordert ja bekanntlich die theoretisch und praktisch gleich fest 
begriindete Stefansche Formel fiir die Diffusion ein und derselben 
Losung die Konstanz der Relation S/) ¢t, d. h. die diffundierte Substanz- 
menge ist der Wurzel aus der Zeit proportional. Es ist also auf den ersten 
Blick im héchsten Grade befremdend, diese Relation hier umgestoBen 
und durch die anndhernde Konstanz von St ersetzt zu sehen. Das 
will soviel besagen, als daB die diffundierte Substanzmenge hier nicht 
der Wurzel aus der Zeit, vielmehr der Zeit direkt proportional ist. An 
der Richtigkeit dieser Beobachtung ist nicht zu zweifeln. Diese ist 
von Northrop an Lésungen von Salzsiure, Lactose und verschiedenen 
Salzen und auch von Zeile sichergestellt worden. Auch wir vermochten 
dieselbe durch unsere Beobachtungen (s. unten) durchaus zu bestatigen. 


' J.H. Northrop u. M.L. Anson, J. Gen. Physiol. 12, 543, 1929. — 
* K. Zeile, diese Zeitschr. 258, 347, 1933. 
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Wie ist nun diese scheinbar paradoxe Beobachtung zu_ erkliren 
Stefan! hat seinerzeit gezeigt, daB die bekannte Ficksche Diffusionsgleichur 
zu folgender Ableitung fiihrt: ,,Ist die Diffusion nicht im Zustande cd: 
Jeharrung, wohl aber so beschaffen, daB die Konzentration sich m1 
lings der Achse des Rohres, aber nicht in der dazu senkrechten Richtuny 
andert, dann ist die Konzentration uw in der Héhe x zur Zeit ¢ durch di: 

du \7u 
Gleichung V2 D ‘a2 vollstandig bestimmt.‘ Die mathematische Be 

‘ P 
handlung dieser Differentialgleichung hat nun Stefan unter gewissen verein- 
fachenden Voraussetzungen zur Ableitung seines Wurzelgesetzes geftihrt 
Wir miissen uns nun aber folgendes vergegenwartigen: Die Voraussetzuny 
Stefans, daB sich die Konzentration nur langs der Achse des Rohres dndert, 
trifft zwar fiir die gewoéhnlichen Diffusionsversuche in Zylindern ode: 
zylindrischen Kristallisierschalen zu, aber keineswegs fiir die Northropsch: 
Diffusionszelle. Dort wird die durch die weniger als 1mm dicke porése 
Membran herausdiffundierte Substanz im Augenblick, we sie diese Membran 
passiert hat, sich fret nach allen Seiten hin ausbreiten kénnen. Sie wird dahe: 
auch nicht jene Behinderungen erfahren, die bewirken, daB die diffundierten 
Mengen nur mit der Wurzel aus der Zeit zunehmen, nicht aber direkt de: 
Zeit proportional sind. 

Als Apparatur diente uns die gleiche, wie sie von Northrop und von 
Zeile benutzt worden war: Eine Filterplatte von 38 mm Durchmesser und 
von 0,7 mm Dicke (geliefert von den Jenaer Glaswerken Schott u. Gen. 
war in eine kleine, 30cem fassende Glasglocke eingesetzt, die in ein schmales, 
durch einen Glashahn verschlossenes Rohr auslief (vgl. die Zeichnung diese 
Zeitschr. 258, 349, 1933). Die Apparatur wurde durch sehr vorsichtiges 
Ansaugen von unten her mit der zu diffundierenden Fliissigkeit bis zum 
Hahn gefiillt, dieser dann geschlossen und der Inhalt der Apparatur in 
ein 200 cem Wasser enthaltendes GefaB eingesaugt. 

Wir haben, um uns von der annahernden Konstanz von S/t zu iiber 
zeugen, Diffusionsversuche mit Kochsalz, Salzsiure, Citronenséure und 
Essigsaiure ausgefiihrt : 

Kochsalz, Anfangskonzentration 1°), S/t(mg/Tage). ¢ = 0,25 S/t = 107, 
t 0,80 S/t = 100,¢ = 1.00 S/t Mittel 100; ¢ 2.08 S/t 8i*. 
Salzsdure. Antangskonzentration n/10 HCl. S/t (cem n/100 Saéure in 5 cem 

AuSenfliissigkeit). ¢ = 1 Stunde S/t = 0,28, ¢ = 2 Stunden S/t = 0,2s. 

Mittel 0,28; ¢ = 18 Stunden S/t = 0,21. 

Citronensdure. Antangskonzentration 5°). S/¢(cem n/ lOO Saure in 5 cem 

AuBenfliissigkeit). ¢ I Stunde St = 0,86, ¢ 2 Stunden S/t = 0.85, 

t 19 Stunden S/t = 0,82, Mittel 0,85. 

Essigsdure. Anfangskonzentration m/l. S/t(eem n/100 Saéure in 5 cem de: 

AuBenfliissigkeit). ¢ 1 Stunde S/t = 1,2, ¢ = 2 Stunden S/t = 1,1, 

t 4Stunden St ll, ¢=9Stunden S/t 1,1, Mittel 1,1; ¢ 

22 Stunden St 1,0. 


1 Stefan, Sitzungsber. d. Wien. Akad. 78, 957. 2 Vel. O. Fiirti. 
H. Bauer u. Hansi Pietsch, diese Zeitschr. 100, 35, 1910. 

* Die bei allen diesen Versuchen hervortretende Tendenz zum Absinken 
von St ist offenbar darauf zuriickzufiihren, daB ja die Anfangskonzentration 
in der die diffundierende Fliissigkeit enthaltenden Glocke nicht aufrectit 
erhalten werden kann, sondern gegen das Ende des Versuchs sehr merklic! 
absinkt. 





laren 
eich 
ide ce 
ch ny 
ichtuny 
rch die 


he Be 


verein- 
fiihrt ° 
setzuny 
dandert, 
n ode: 
ropsch: 
porose 
embran 
d dahe: 
dierten 


ekt der 


nd von 
ser und 
1. Gen.) 
hmales, 
ig diese 
ichtiges 
IS ZUM 
‘atur in 


u iiber 
re und 


tee 
nd cem 
= (0,28, 


1 Seem 
O.85, 


e-em. det! 


1. Pairth. 


bsinken 
tration 
wufrectit 
nerklic! 


Diffusion cholathaltiger Fettsaurelésungen . 335 


Um die Versuche untereinander vergleichbar zu machen (unter der 
erlaubten Annahme, daB die diffundierende Menge der Anfangskonzentra- 
tion direkt proportional sei), errechneten wir, wieviel Mole aus einer molaren 
Léosung im Laufe eines Tages durch unsere porése Platte hindurch heraus- 
diffundiert waren. Es ergab sich so fiir: 

Kochsalz. . . . . 0,010 Mole Citronenséure . . 0,011 Mole 
Salzsiure. .. . . 0,027 -,, Essigsiure . . . O,O105 


Man kann nun aus den anderweitig ermittelten Diffusionskoeffizienten 
die Membrankonstante leicht errechnen, da fiir ¢ ] die einfache Relation 
D KS oder K = D'S besteht. Setzt man nun fiir 


Kochsalz D = 0,95 qem/Tag (Thovert, Arrhenius), so ergibt 
BREE he ate ees eh hala. Se ER A ee eae yy 
Salzsaure D = 2,47 qem Tag (Scheffer 2,56, Thovert 2,63, 
Ceholm: 2,23); a0 ombt SOR. .-< « « «tow ee wat ek 
Essigsaure D 0,76 gem,/Tag (Arrhenius 0,74, Abegg 0,79 
Cepoim 0,76), sO ermit BION. 6k ke ke ee we ele EE 
Mittel 103 als Membrankonstante. 


Wir konnten nunmehr, nachdem wir unsere Membrankonstante ermittelt 
hatten, daran gehen, die Diffusion der in gallensaurem Natron gelésten Jod- 
hehensdure aus der Diffusionszelle heraus zu beobachten. 

Die Zelle enthielt in 30ccem Flissigkeit 288 mg Jodbehensiure; die 
Anfangskonzentration betrug sonach in 1 ccm uw, = 9,66 mg. Es ergab sich: 





t (in Tagen) 


‘, diffundierte Mengen Jodbehensaure 16.8 
in mg 
s 
\t 
Ss 
t 


16,8 
16,8 10,6 


Wir stellten mit Verwunderung fest, daB, im Gegensatz zu den 
zahlreichen Versuchen von Northrop und Anson und unseren eigenen 
friiheren beschriebenen Beobachtungen sich gegen alle unsere Erwar- 
tungen nicht die Relation St, vielmehr der Stefan schen Formel entsprechend, 


S J t einer anndihernden Konstanz nahert. 


Um diesen Versuch mit unseren vorerwahnten Versuchen vergleich- 
bar zu machen, ist folgendes zu beriicksichtigen: Am ersten Tage sind 
16,8 mg aus einer 0,966°,igen Jodbehensdurelésung herausdiffundiert. 
Kine m/1 Jodbehenséurelésung ist aber 46,6°,ig. Aus einer m/l Jod- 
behensaurelésung waren also (X : 16,8 = 46,6: 0,966) 810mg Jod- 
behensaure in der gleichen Zeit durch die Membran diffundiert. Dies 
bedeutet 1,7 Millimol = 0,0017 Mol. Wahrend also die im Laufe eines 
Tages aus einer molaren Lésung durch diese Membran diffundierende 
Menge 0,010 Mol Kochsalz oder 0,027 Mol Salzsdure, oder 0,011 Mol 
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Citronensdure oder aber 0,0105 Mol Essigsdure betragen hatte, hdtten unt: 

vergleichbaren Bedingungen nur 0,0017 Mol Jodbehensiure die Membrai 
passiert, also nur ein Bruchteil der friiheren Mengen. Um aus der letztere: 
Zahl den Diffusionskoeffizienten abzuschatzen, ergibt sich aus D = KS 
hier D = 0,175. Also ein Diffusionskoeffizient, der niedriger ist als 
derjenige der Maltose, des Milechzuckers und der Raffinose, jedoch héhe: 
als etwa derjenige des Dextrins, des Caramels und des Hamoglobins 

Fragen wir nun weiter: Wie verhdlt sich die Diffusionsgeschwindig 
keit der Jodbehensdure durch die porése Membran in Wasser hinein 2 
derjenigen der freien Diffusion in Gelatine hinein? Es unterliegt keinem 
Zweifel, daB in diesem letzteren Falle eine ganz besonders hochgradige 
Diffusionshemmung vorliegt. Es ist dies aus dem Vergleich der Diffu- 
sionskoeffizienten ersichtlich (0,175 gegenitiber 0,010 bis 0,006). 

Wir haben uns schlieBlich die Frage vorgelegt, ob die die Jod- 
behensadure gewissermaBen umbillende Gallensdure in gleichem Tempo di: 
Membran durchdringe, wie die erstere. Zu diesem Zwecke wurde in 
aliquoten Teilen der AuBenflissigkeit nicht nur die Jodbehensaure, 
sondern auch die Trockensubstanz als Summe von Jodbehensaure 

gallensaurem Natron ermittelt. Es ergab sich so fiir 
OT ee gas Pe ee ae we ] 2 3 Tagen 
die Relation Gallenséure/Jodbehensaéure . . 4.4 8,3 11,9 

Die Gallensdure war also schneller abgewandert als die von ihr in 
Lésung gehaltene Jodbehenstiure und nach Mafgabe ihrer Abwanderuny 
war cine Verzdgerung der Abwanderung der Jodbehensdure in Erscheinuny 
getreten, derart, daB sich dieselbe anndhernd dem Wurzelgesetz einfiigt 


Zusammenfassung: 


1. Die Diffusion einer durch gallensaures Natrium in [.ésung 
gehaltenen hohen Fettséiure, der Jodbehensdure, in Gelatine hinein 
ebenso wie durch eine porése Membran hindurch in Wasser hinein wurd: 
mit Hilfe des sehr leistungsfahigen Mikrojodbestimmungsverfahren-: 
nach 7'h. Leipert systematisch studiert. 

2. Fiir das Eindringen der durch Gallensdéure in unechter Lésung 
gehaltenen hohen Fettséure (Jodbehenséure) in die Gelatinegallert: 
scheint der kolloide Zustand der Gallerte nicht von dominierender Be. 
deutung zu sein. Ware dies der Fall, so miiBten starke Anderungen des 
Quellungszustandes der Gallerte, wie sie durch Aziditatsinderunge: 
und durch entgegengesetzt wirksame Anionen der Hofmeistersch:) 
Rethe leicht hervorgebracht werden kénnen, sich viel starker auswirken 
Auch Zustandsénderungen der Gallerte, wie sie durch Zusatz von Zuck 
oder EiweiBkorper veranlaBt werden, wirken sich nur in geringem Mati 
aus. Auch der Dispersitdtsgrad der diffundierenden hohen Fettsaure ist 
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fir das Eindringen nicht ausschlaggebend, sonst miiBte Aufhellung der 
unechten Lésungen durch Kochsalz- oder Lecithinzusatz die Diffusion 
stark beschleunigen, was tatsachlich nicht der Fall ist. Wir haben den 
Eindruck gewonnen, dab spezifische, moglicherweise mit dem elektrischen 
Ladungszustand zusammenhdingende lonenwirkungen hier weit wesent- 
licher sind und sich je nach Umstanden und Konzentration im Sinne 
einer Diffusionsbeschleunigung oder -hemmung auswirken kénnen, wie 
wir dies beim Zusatz von Kochsalz oder Natriumsulfat ja bemerkt haben. 

3. Beim Eindringen in Gallenséuren geléster Jodbehensaure in 

Gelatine ergab sich die vom Stefanschen Gesetz postulierte annihernde 
S 
Konstanz des Quotienten welche besagt, dab die diffundierte 
q\ 
Substanzmenge der Wurzel aus der Zeit proportional sei. Die er- 
rechneten Diffusionskoeffizienten waren auberordentlich niedrig und 
lagen zwischen 0,006 und 0,010. 

4. Beim Diffundieren durch eine Schottsche Glasfilterplatte in 
Wasser hinein nach dem Vorgange von Northrop und von Zeile ergab 
sich fiir Kochsalz, Salzsiure, Citronensaure und Essigsiure entsprechend 
den Angaben dieser Autoren, daB hier nicht das Wurzelgesetz gilt, 
vielmehr die diffundierten Substanzmengen einfach der Zeit proportional 
sind. Bei der Diffusion der Jodbehensaure trat aber wieder das Wurzel- 
gesetz zutage. Der errechnete Diffusionskoeffizient von 0,175 ergab 
sich als niedriger als derjenige von Zuckerarten wie Maltose und 
{affinose, jedoch als héher als derjenige des Dextrins, und um ein 
Vielfaches héher als derjenige der in Gelatine eindringenden Jodbehen- 
saure. Die die Jodbehensdure lésende Gallensiure durchwandert die 
Membran schneller als es die Jodbehensiure selbst tut und bewirkt 
dadurch eine Verzégerung der Abwanderung der ersteren. 
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Ausscheidung und Speicherung des C-Vitamins im Menschen- 
und Tierkérper. 
I. Mitteilung. 
Von 
Hans vy. Euler und Maj Malmberg. 
(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


Messungen des €-Vitamingehalts im Harn der Bewohner einiger schwedischer 
Landesteile. 


(Eingegangen am 14. Juni 1935.) 
Kinleitung, 

Am Vitamin B,, bzw. dem Lactoflavin sind in diesem Institut vor 
kurzem Tierversuche zur Aufstellung einer Bilanz ausgefiihrt worden}. 
Analoge Versuche miissen an C-Vitamin, der Ascorbinsaéure Szent- 
Gyérgyis*, zur Grundlage einer exakten biochemischen Charakterisierung 
der C- Avitaminosen gemacht werden. Nun kommen auber den typischen 
(©-Avitaminosen, Skorbut und Barlowsche Krankheit, nicht selten 
Folgeerscheinungen eines partiellen C-Mangels, einer gelinden oder 
latenten C-Avitaminose oder C-Hypovitaminose vor, wenn die tagliche 
Kost zwar C-Vitamin enthalt, aber wenn die Menge desselben unter der 
erforderlichen Schutzdosis bleibt oder sich gerade an der Grenze der- 
selben halt, ohne je die Optimaldosis zu erreichen. 

Kine Untersuchung? des Kgl. schwed. Reichsmedizinalamtes 
(K. Medicinalstyrelsen) hatte, besonders auf Grund von Zahnunter- 
suchungen (G. Westin) und von Blutkapillaruntersuchungen (@. Géthlin) 
das Resultat ergeben, daB soleche C-Hypovitaminosen in manchen 
nordlichen Provinzen von Schweden (Vasterbotten, Norrbotten) und 
besonders in den Waldgegenden dieser Provinzen bzw. unter den Wald- 
arbeitern recht verbreitet sind. Hier wiegt als Kostbestandteil der Wald- 
arbeiter Brot, Schweinefleisch und Speck vor, daneben gehen Fleisch 
von Rind und Renntier in die Nahrung ein, sowie wechselnde Mengen 
von Milch und Kartoffeln, dagegen fehlen oft Friichte und griine Gemiise 
ginzlich. Die Nahrung ist also verhaltnismaBig C-vitaminarm. 

Zur Orientierung iiber den C-Vitaminstoffwechsel haben wir 


studiert, in welchem Grad die per os eingenommene Ascorbinsaéure durch 
den Harn wieder ausgeschieden wird. In friiheren Untersuchungen 
dieses Instituts4 waren in Organen, wie z. B. in Nebennieren, Speiche- 


1 F. Vivanco, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 12 A, Nr. 3, 1935. — * Szent 
Gyé6rqgyi, Biochem. J. 22, 1387, 1928. 3 Nils Hellstrom, En socialhygienisk 
undersékning i Vasterbottens och Norrbottens lan, 1929—1931, Lund 1934 
— 4 Sv. Kem. Tidskr. 44, 288, 1932. 
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ungen nachgewiesen worden, daneben aber auch groBe, noch nicht 
ganz aufgeklarte Verluste an Ascorbinséure. Besonders haben wir vor 
einiger Zeit festgestellt!, da der Ascorbinséuregehalt von Meer- 
schweinchen, welche beziiglich C-Vitamin iibervitaminisiert worden 
waren, ziemlich hohe Werte erreicht, und zwar 1,5 bis 1,7 mg Ascorbin- 
saure pro g Nebenniere, gegenitiber 0,75 bis 0,85 mg pro g Nebenniere 
bei normalen Tieren. Wie die hiesigen Versuche von Vivanco (1. ¢.) 
gezeigt haben, hért die Ausscheidung von Lactoflavin durch den Harn 
von Ratten schon auf, und der Tod tritt ein, wenn in den Organen 
noch eine erhebliche Reserve von Flavin vorhanden ist. Immerhin ist 
die Nichtausscheidung durch den Harn ein Anzeichen fiir eine Unter- 
bilanz, d.h. fiir eine ungeniigende Zufuhr des Vitamins. 


Beim Vitamin C liegen die Verhaltnisse in mancher Hinsicht 
komplizierter, insofern, als die Ascorbinséiure nicht nur in ihrer redu- 
zierten, sondern auch in der reversibel oxydierten Form aus Organen 
extrahiert wird und sich in beiden Formen im Harn befinden kann. 
Nach den sehr zuverlassigen Versuchen von Johnson und Zilva® ist 
\scorbinséure im menschlichen Harn tiberwiegend in der reduzierten 
Form vorhanden, wahrend die Dehydroascorbinséure im Harn nur in 
geringer Menge aufzutreten scheint, selbst nach Verfiitterung groBer 
Mengen (250 mg) von dieser oxydierten Form. 


Die Tatsache, da manche Tiere ohne Zufuhr von Ascorbinséure 
wahrend vieler Monate leben kénnen, hat zu der Annahme gefiihrt, 
daB diese Tiere, z. B. Ratten, imstande sind, Ascorbinsaéure selbst zu 
synthetisieren. Die nunmehr bekannte und durch die Synthesen von 
Reichstein® sowie von Haworth und Hirst4 bestaitigte Formel® des 
C-Vitamins laBt die nahen Beziehungen dieses Reduktons zu den Zucker- 
arten erkennen®, und der leichte (nicht enzymatische) Ubergang der 
Pentosen und Hexosen in das einfachste bisher bekannte Redukton, 
den Knoltartronaldehyd? zeigt, daB auch im Tierkérper, wie im keimen- 


. ° y = ° + ‘ 
den Samen wohi die Voraussetzungen fiir einen Ubergang von einfachen 


Zuckerarten zu Ascorbinséure vorhanden sind. Auch liegen bemerkens- 


1 Kuler u. Malmberg, Sv. Kem. Tidskr. 47, 25, 1935. — * Johnson u. 
Zilva, Biochem. J. 28, 1393, 1934. - ® Reichstein, Helv. Chim. Acta 16, 
1019, 1933. — 4 Haworth, Hirst u. Mitarbeiter, J. Chem. Soc. Oktober 1933. 

- 5 Kuler u. Martius, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 11B, Nr. 14, 1933; 
Cox, Hirst u. Reynholds, Chem. and Ind, 52, 221, 1933; Karrer, Helv. 16, 
302, 1933; Micheel, Zeitschr. f. physiol. Chem. 216, 233, 1933. — ® Das 
Vorkommen eines Reduktons in der girenden Hefe konnten wir zwar noch 
nicht beweisen, aber immerhin wahrscheinlich machen (Sv. Vet. Akad. 
Arkiv f. Kemi 11B, Nr. 7, Januar 1933; 11B, Nr. 9, 1933. Bestatigt von 
birch, Harris u. Ray, Biochem. J. 27, 590, 1933. 7 Euler u. Martius, 
l.e.; Liebigs Ann. 505, 73, 1933. 
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werte Beobachtungen von Guha! tiber C-Vitaminbildung aus Mannos: 
durch Organbreie und in vivo vor. Wir beabsichtigen, die enzymatisech: 
Seite der Ascorbinséurebildung néher zu studieren. 


+ . . . . . . . 
Uber die Verbindung der Ascorbinséiure mit einer ligatorischen 


Gruppe zu einem Vitazvm® ist bis jetzt nichts Endgiiltiges bekannt. 

Dal iiberhaupt Ascorbinséure im Harn vorkommt — es wurdi 
zunachst menschlicher Harn untersucht —, wurde zuerst in diesem 
Institut (l.c. 11. B, Nr. 7, Januar 1933) gezeigt. Seither liegen zahlreiche 
bestatigende Angaben vor, unter denen diejenigen von Johnson und 
Zilva (l.c.), van Kekelen, Emmerie, Josephy und Wolff? sowie von 
Harris, Ray und Ward**, Harris und Ray*”, Hess und Benjamin®. 
Bezssonof{f und Mitarbeitern® sowie v. Drigalski? zu nennen sind. 

Nach Johnson und Zilva wird ein mehr oder weniger konstantes Gleich 
vewicht der C-Ausscheidung im Harn erreicht, wenn eine vollstandige 
Speicherung der Ascorbinséure eingetreten ist, und dieses Gleichgewicht 
verschiebt sich mit der GréBe der taglich aufgenommenen Dose von Ascorbin 
siure. Die ,,Sattigung** mit Ascorbinsaéure erhalt sich eine Zeitlang, auch 
wenn die Ascorbinsiureaufnahme vermindert ist, und wahrend bereits die 
Ascorbinsaureausscheidung auf ein niederes Niveau fillt. 

Vor kurzer Zeit haben wir’ die friiheren Ergebnisse dieses Instituts 
erneut kontrolliert. Zunachst haben wir uns von den unter verschiedenen 
Bedingungen eintretenden Abweichungen von der normalen C-Aus- 
scheidung iiberzeugt. Schon bei unserem ersten Nachweis von C- Vitamin 
im menschlichen Harn (l.c. 11.B, Januar 1933) wurden besondere Ver- 
suchsreihen angestellt, um zu ermitteln, ob der Harn fieberkranker 


Personen und derjenige von Diabetikern von demjenigen normaler 


Individuen abweicht®. Auf diese Versuche sind wir zuriickgekommen. 
Wie friiher, fanden wir sehr starke Abweichungen: 


Eine allgemeine Beziehung zwischen Diabetesgrad und Ascorbinséure 
gehalt bzw. Reduktongehalt des Harns tritt nicht zutage. Letztere1 
schwankt mit der Diait und verschiedenen physiologischen und pathologischen 
Einfliissen. Zuckerhaltige Harne werden zuweilen ganz vitamin-C-frei 
gefunden.** 


' Guha u. Ghosh, Nature 184, 739, 1934; 185, 234 u. 871, 1935. 
2 Zur Einfiihrung des Begriffs Vitazym als Enzym mit einer als Vitamin 
wirksamen prosthetischen Gruppe siehe Huler, Archiv f. Kemi L1A, Nr. 12. 
1933; Nord. Med. Tidskr. 8, 1696, 1934. - 3 yan Eelelen, Emmeric. 
Josephyu. Wolff, Nature 182, 315, 1933; Klin. Wochenschr. 18, 564, 1934. 


4a Harris, Ray u. Ward, Biochem. J. 27, 2011, 1933. — 4> Harris u. Ray, 


Lancet 1935, I, 71. — ® Hess u. Benjamin, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 31. 
855, 1934. 6 Bezssonoff u. Mitarbeiter, C. r. 197, 17, 1774, 1933; C. r. Soc 
Biol. 115, 1277, 1934; siehe auch Leblond, Sur la localisation et le cycle de la 
vitamine C. Paris 1934. — 7 v. Drigalski, Zeitschr. f. Vitaminforsch. 4. 
128, 1935. — 8& Kuler u. Malmberg, Sv. Kem. Tidskr. 47, 16, 1935. 

9 Dieselben, ebenda 47, 55, 1935. 
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Enorme Ascorbinsdiureausscheidungen (Reduktonausscheidungen) 


bis zu 50 mg pro Liter bzw. 120 mg pro Tag wurden in einzelnen Fallen 
von uns gefunden. Auch von anderen Forschern wurden derartige 
extreme Resultate mitgeteilt. 

Bevor wir zu unserem eigentlichen Thema iibergehen, miissen noch 
die Methoden des Ascorbinsdurenachweises im Harn einer Besprechung 
unterworfen werden. 


Methoden des Ascorbinsiurenachweises im Harn. 

Unsere eigenen ersten Versuche vom Januar 1933 waren mit dem 
Tillmans-Indikator, Dichlorphenol-Indophenol, ausgefiihrt worden. Es 
war schon damals! eine Diskussion vorausgegangen iiber diejenigen 
Stoffe, welche die Reduktionsanalyse des C-Vitamins stéren kénnen. 
Unter den bei der Titration stérenden eventuell im Harn auftretenden 
Substanzen wurde schon damals das Glutathion hervorgehohen. Wir 
haben dann der Methodik des Ascorbinséurenachweises besondere 
Untersuchungen gewidmet?, besonders hinsichtlich der Aziditat, welche 
bei der Titration einzuhalten ist. Einstweilen hatten Harris und Ray® 
auf die Méglichkeit hingewiesen, die S H-Stoffe tierischer Extrakte und 
Safte reduktionstitrimetrisch mittels des Tillmans-Reagenzes von der 
Ascorbinsaéure zu scheiden, und zwar durch Vornahme der Titration in 
saurer Lésung bei pu = 2,5. 

Die direkten Ascorbinséurebestimmungen in biologischen Extrakten 
und Flissigkeiten bediirfen in zweifacher Hinsicht einer Ergaénzung: 
|. Durch den Nachweis, daB die Reduktion tatsachlich von einem Reduk- 
ton und nicht von Sulfhydrylsubstanzen herriithren. 2. Durch den 
Nachweis, daB die sehr hoch reduzierenden Flissigkeiten antiskorbutische 
Wirkungen besitzen, also tatsaéchlich Ascorbinséure und nicht andere 
Reduktone enthalten. 

Was die erste Frage betrifft, so haben Wolff und seine Mitarbeiter, 
besonders Emmerie und Eekelen, der Scheidung von Reduktonen und 
Sulfhydrylsubstanzen zahlreiche Versuche gewidmet. Emmerie und 
van Eekelen heben hervor, daB bei der Titration in saurer Lésung zwar 
nicht Glutathion, wohl aber Cystein stéren kann und sie schlagen vor, 
die zu untersuchenden Fliissigkeiten vor der Titration mit Merkuri- 
acetat zu behandeln, wodureh die Ascorbinséure nicht ausgeschieden 
werden soll. Die von Kekelen, Emmerie, Josephy und Wolff* angegebene 


1 Kuler, Burstrém u. Hellstrém, Sv. Kem. Tidskr. 44, 288, 1932; Fuler 
u. Klussmann, ebenda 44, 290, 1932. — # Martius u. Euler, diese Zeitschr. 
271, 9, 1934. 3 Harris u. Ray, Biochem. J. 27, 303, 1933; Birch, 
Harris u. Ray, ebenda 27, 580, 1933. — 4 van Eekelen, Emmerie, Josephy 
u. Wolff, Acta Brev. Neerl. 3, 168, 1933; siehe auch Emmerie u. van 
Eekelen, Biochem. J. 28, 1153, 1934. 
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Methode, die Sulfhydrylsubstanzen durch Quecksilberacetat zu ent 
fernen, hat in Versuchen von Luler und Martius oft etwas zu niedrig 
Ascorbinséurewerte gegeben und &éhnliche Erfahrungen teilt F. P 
Fischer? beziiglich des Nachweises in Augenlinsen mit. Auch in eine: 
neuen Ausfiihrungsform? lassen sich Fehler durch Adsorption de: 
Ascorbinséure an die Hg-Fallung nicht immer vermeiden. 


Auch auf eine Mikrotitrationsmethode von Ray, Gyérgy und 
Harris® sei hingewiesen, 

In neuerer Zeit hat Marie van Eekelen* auch in einigen Harnen 
eine Reduktion gefunden, welche sie der Anwesenheit von Thiosulfat 
zuschreibt. Da fir die Frage nach dem Auftreten von Ascorbinséure 
und eventuell anderen Reduktonen im normalen und pathologischen 
Harn der sichere Nachweis von SH-Substanzen von wesentliche: 
Bedeutung ist, haben wir nochmals Versuche angestellt, um wenigstens 
der GréSenordnung nach das Vorkommen von Sulfhydryl im Harn 
festzustellen. 

Zuverlassige Bestimmungen von Sulfhydryl kénnen in folgender Weise 
mit Nitroprussidnatrium ausgefiihrt werden: 4ccm Harn werden mit 
festem Ammoniumsulfat gesattigt, wodurch das Volumen auf etwa 5,8 bis 
6 ccm steigt. Davon werden 4 ccm mit 0,2 cem einer n KCN-L6sung ver 
setzt. Man wartet 1 Stunde, bis die Reduktion vollstandig geworden ist und 
versetzt dann die Lésung mit 0,2cem einer 5° igen Lésung von Nitro- 
prussidnatrium. Man schiittelt gut durch und versetzt zur Stabilisierung 
der Farbe sofort mit 2 Tropfen konz. N H3. 

Die auftretende Farbe wird im Stufenphotometer kolorimetriert, wobe) 
die Eigenfarbe des Harns und des Reagenses zu beriicksichtigen sind. 


In dieser Weise wird der Sulfidschwefel bestimmt. Zur Ermittlung 
von SH ist bei obiger Vorschrift KCN-Lésung durch Wasser zu ersetzen 
Im allgemeinen wird man bei obigen Proben nebeneinander eine SH- 
und eine SS-Bestimmung ausfiihren. Bei letzterer ist zu beriicksichtigen, 
da das Ergebnis mit 2 zu multiplizieren ist. 


In dieser Weise wurden z. B. die im folgenden erwaéhnten Harne 
untersucht: 


Harn, 18 Jahre, caries dentis, vgl. 8S. 348: In 100 cem 2,1 bis 2,7 mg 
SH-Glutathion; 4,6mg SS-Glutathion. 

Harn, 28 Jahre, frisch, vgl. S. 348: In 100cem 12 bis 20mg S>5- 
Glutathion. 

Harn, 3!/, Jahre, vgl. S. 348: In 100 cem 16,8 mg SS-Glutathion. 


' F. P. Fischer, Zeitschr. f. Augenheilkde. 108, 535, 1934. — ? Emmeri:, 
Biochem. J. 28, 268, 1934. — * Ray, Gyérgy u. Harris, Biochem. J. 2%, 
735. 1935. 4 van Eekelen, Acta Brev. Neerl. 4, Nr. 8, 137, 1934. 
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Tabellen Ia bis le: Stensele, Nordschweden. 


Tabelle Ia. 
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Nr. 3 bis 6 sind Personen mit gemischter Ernahrung; Nr. 7 bis 8 sind 
obe Forstarbeiter, Ernahrung wahrscheinlich recht zufriedenstellend. 
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Fortsetzung von Tabelle Ib. 





Ge- : 
schlecht Alter 


Jahre 


Bezeichnung 


8 


28 


37 


Bemerkungen 


Hylus Tbe. (in Heilung). Tochter 
von Nr.7 


Gesund 


Tabelle Le. 


mg -” 
Ascorbin- Titratior 


sdure pro bei Pu 


Liter Harn 


3,3 
i 





e- 


G 
schlecht 


Bezeichnung Alter 


Jahre 


Bemerkungen 


Unglicksfall. Wahrscheinlich recht 
schlechte Ernahrung 


Infizierte Wunde. Wahrscheinlich 
recht einseitige Ernahrung 


Seit einigen Monaten op. wegen 
ileocecal-Tbe. mit ileus. Jetzt 
guter Allgemeinzustand. Wohnte 
zu Hause wahrend der letzten 
drei Monate. Zu Hause ein- 
seitige Ernahrung (Milch- und 
Mehlspeisen) 


Gesund 


Seit 1, Jahr blutendes Magen- 
geschwiir, jetzt gesund. Halt 
eine nicht allzu strenge Magen- 
geschwiirdiat 


Gravid. Wabhrscheinlich recht gute 
Ernahrung 


Gesund 


Lymphadenitis am Hals. Keine Tbe. 
Wabrscheinlich recht gute Er- 
nahrung 


mg 
Ascorbin- | Titration 
siure pro bei pg = 
Liter Harn 
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Tabelle Id. 





moe Ge- Alter : mg Ascorbinsdure | Titration 
ezeichnung achiecht Bemerkungen pro Liter Harn | bei py = 


Jahre 


g 61 Akute Bronchitis 


S> bo 
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_— =) 


g 15 Gesund 


ew) 


SS a ne 2) 
Crh Oo 
ror o 


- 


or 


Herzfehler 


— = =) DO 
>to OTS 
oreo 


a RO 
—) 


Gesund 


| 
_ | 

Hw vo 

n Or or >) 


wna 
& bo 


18 Mabige Animie 


nh al gl 
oo 
orp 

or 


24 Gesund 


TE as 
— 
2 
or 


6 
Samtliche Personen dieser Gruppe diirften eine fiir die Bevélkerung im 


allgemeinen ziemlich typische Ernahrung haben. 


Tabelle le. 





aw Ge- Alter a em mg Ascorbinsiure Titration 
Bezeichnung schlecht | Jahre ee pro Liter Harn bei py = 


32 Gravid. Wahrscheinlich 5.5 2,5 
recht gute Ernahrung 6.6 5 
Unglicksfall 2,2 2,5 


~~ 


Gesund 


— te DO 


~] 


Ungiiicksfall 


bo DOO =I 


Gesund 


troc»enmn] Pt 


te-~J 


~ 


Aortitis 


eo 


Gesund 


om mn) 
hNonr~ 
>bO OD ATI 
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In dieser Gruppe haben wahrscheinlich Nr. 3, 4, 5 schlechtere Er- 
nahrung als die tibrigen. 
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Tabelle Ila bis Il f. Dorotea, Vasterbotten, Nordschweden. 
Tabelle Ila. 





Alter 


Dri 


Bezeichnung Bezeichnung 


schlecht 
Titration 
he 


schlecht 
Titration 
bei Pu = 


Jahre Jahre 


12 


Q 


30 


NO Orpo 


~ 


ororo oro 
or or 


> 
Hm OO 


18 


nwo m> 
~l 
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Tabelle II b. 





Alter 


Ascor- 


binsiure 


Bezeichnung Bezeichnung 


Titration 


bei Py = 
Titration 


schlecht 
bins: 


schlecht 
mg Ascor- 
pre 


mg 


Jahre 


Q 
or 


~I bot 


2, 
5 
2, 


5 

5,5 

5 2,2 
5 

5 
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ho 





Do 
Corot 


Tabelle Ile. 





Alter 


Bezeichnung Bezeichnung 


schlecht 
Titration 
bei Pu= 
Titration 
bei py 


mg Ascor- 


Jahre 


Ot Or He oD 
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. B. M. H. 
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Tabelle Ild. 





Bezeichnung Bezeichnung 


schlecht 
Titration 
bei Py = 


So orp 
or oro 


oun 


oo 
a 
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or 


> DO 


over 


10. J. A. 


— 
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Tabelle Ile. 


Titration 


bei Pu 





Alter | i ; 4 2 Alter 


Bezeichnung Bezeichnung 


schlecht 


PA 


Jahre Jahre 


26 





Tabelle IIf. 





mg Ascorbinsdéure 


Bezeichnung Geschlecht Alter pro Liter Harn 


25 


Titration 


bei Pu = 


“Ino =1bo 


“ID 


bo 


ore | 
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Tabelle [Ila und IlLb. Ludgo, S6dermanland, Mittelschweden. 


Tabelle Illa. 





Alter mg Astorbin- 


Geschlecht Bemerkungen siiure pro Liter 
Jahre - Harn Pu 


‘Titration be 


Ekzem 


Caries dent. 


Sto ~1bo 


Gesund 


Neurose 


Crbo s100 


W undverletzung 


HS bo 


Knieverletzung 


su ro 


So 


W undverletzung 


tho 


— 


Caries dent. 


tho 


o 


Gravid mens 6 


D> bo 


Panaritium 


Or bo 


Facialisparese 


Ono 


Nephritis 


Corpo 


Gesund 


2 
2 
2 
? 
2 
? 
? 
2 


Neurosis 


Gesund 


Tabelle IIIb. 
Asthma br. 


Ibo 


os 
or 


Gesund 


LS 
or 


— 


Neurasthenie 


Caries dent. 


Sm ote 
or 


or 


Neurasthenie 


> 
or 


a 


Ischias 


orb 


Biepharitis 


> bo 
[oi | 


Adenoider 
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qr 
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Tabelle IVa und IVb. Kalmar Distrikt, Siidschweden. 


Tabelle IVa. 





mg 
Alter -orbin- Titration 
Bemerkungen Am ores eR 
siure pro bei py 


Jahre Liter Harn 


Maleras. 
Veitstanz vor ungefahr drei Janren 


Ge- 


Kezeichnung 
"schlecht 


Gesund! 


DO SIDS CrHo Orbe 


Orrefors. 
Spuren von Eiweil} im Harn 


> bo “Ito 


Gesund 


_ 


Kiweif im Harn. Schlechte Zabne 


Blutvergiftung. Spuren von Kiweib 


2 HO OHO OVD 


E:pilepsie 


-— 


Spuren von Kiweil im Harn 


Gesund 


i rou 


Cro SHO Crh Sho OCrpo 


' Ohne vorangegangene Krankheiten. 


Tabelle IVb. 





Alter Alter 


Ge- 
sehlecht 


Bezeichnung Bezeichnung 


Titration 
litration 
bei Dq_ = 


schlecht 


Jahr Jahr 


Morbylanga. Morbylanga. 
o | 13 ,¢ 5. B.D. o | 14 
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Fortsetzung von Tabelle 4b. 
g 





Alter Alter 


mg 
P 


Ascorbin- 


mg 


Ascorbin- 


Bezeichnung) = 


Bezeichnung 


schlecht 
Titration 


bei Py = 


Titration 


Jahre Jahre 


Gosback. Gésback. 
rou 11 13 12 
12 
2 11 0 

3.3 

11 La 


So HMw orpo 
Oro or or 


11 12 
3 

12 13 
6,6 


oR oI 


~ 


11 
12 11 
6,6 


m Oro 


Srbo 
o 





Wir haben uns selbst in normalen und pathologischen Fallen davo 
iiberzeugt, daB im Harn die Ascorbinsiéure selten im reversibel oxydierten 
Zustand vorliegt. Zu diesem Zwecke haben wir den Harn bei seiner natiir 
lichen Aziditat (15 bis 20 Minuten) mit Schwefelwasserstoff behandelt und 
ihn dann durch anhaltendes Einleiten von Wasserstoff von H,S (welches 
ja den Tillmans-Indikator reduziert) befreit. Die bei py = 2,5 vorgenommen: 
Titration hat dann im allgemeinen keinen Unterschied zwischen den wi 
spriinglichen und den mit H,S reduzierten Harnproben ergeben. 

Der zweite fiir die Beurteilung der Titrationsresultate wichtige 
Nach weis liegt in der antiskorbutischen Wirksamkeit des Harns. welchen 
man Johnson und Zilva verdankt (l.c. 8S. 1394 u. 1395). Jedenfalls 
mul der Haupttei! der in normalen Harnen vorhandenen Reduktone 
als Ascorbinsdure angesehen werden. Wieviel Redukton C,H,0, 
auBerdem noch in Harnen, besonders in Diabetikerharnen, vorhanden 
ist, soll noch eingehender untersucht werden. 


Versuchsergebnisse. 

In Rucksicht auf die eingangs erwihnte sozialhygienische Unter- 
suchung des schwedischen Reichsmedizinalamtes wurden Harnproben 
von solechen Gegenden untersucht, in welchen C-Hypovitaminosen 
wahrscheinlich gemacht worden waren. Durch Vermittlung des Medizina! 
rates J. 7. Byttner, dem wir auch hier bestens danken, erhielten wir 
Urinproben von zwei Medizinalbezirken Nordschwedens (Vasterbotten 
naimlich von Dorotea (Provinzialarzt Dr. S. Strémbom) und von Stensele 
(Provinzialarzt Dr. E. Collert) und zum Vergleich von einem Medizina! 
bezirk Mittelsechwedens, nimlich von Ludgo (Provinzialarzt Dr. Fors 
berg), ebenso vom 19. Distrikt des schwedischen Roten Kreuzes dure! 
Zahnarzt H. Robért in Kalmar (Siidschweden). Die Urinproben sind 
zur gleichen Jahreszeit (Marz bis Mai) entnommen und wurden sofort 
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nich Empfang titriert. Es wurde festgestellt, daB in der Zeit von der 
Probenahme bis zur Titration ein Verlust an titrierbarer Ascorbinsdéure 
eintrat, der innerhalb der Versuchsfehlergrenze liegt. 


Zusammenfassung. 


Die hier angefiihrten 170 Bestimmungen der taglichen Ascorbin- 
siureausscheidung bilden noch ein zu kleines Material, um Beziehungen 
zwischen den ausgeschiedenen Ascorbinséiuremengen und physiclogischen 
oder pathologischen Zusténden erkennen zu lassen. Abweichungen 
vom mittleren Harnvolumen kénnen vorgekommen sein. Regelmabig- 
keiten, die man friiher an einem kleineren Versuchsmaterial hat er- 
kennen wollen, bediirfen sicher einer Bestatigung. 

So haben die in diesem Zusammenhang ausgefiihrten Titrationen 
an Harn gravider Frauen keine Stiitze fiir gréBere Ascorbinsaure- 
ausscheidungen ergeben. Im Gegensatz zu den Augenlinsen! zeigt der 
Harn keine erhebliche C-Variation mit dem Alter. 

Versucht man, das gesammelte Zahlenmaterial in der Weise zu 
bearbeiten, daB man die Versuchspersonen gleichen Zustandes und ahn- 
licher Ernahrungsweise zusammenstellt, so findet man ganz tiberraschend 
groBe Verschiedenheiten in der taglichen Ascorbinséureausscheidung. 
Dies beruht wohl darauf, daB die tagliche Ascorbinsaureausscheidung 
kein MaB fiir die aufgenommene Ascorbinsiuremenge eines Individuums 
ist. Vielmehr werden, wie schon Johnson und Zilva fanden, zufallige, 
groBe Ascorbinsdureeinnahmen innerhalb eines halben Tages zum 
groBen Teil wieder ausgeschieden und kénnen, auch bei Personen mit 


niedrigem Ascorbinsdurespiegel, eine zufallige hohe Ascorbinséure- 


ausscheidung durch den Harn veranlassen.” 

Der Grad eines avitaminotischen oder hypovitaminotischen Zu- 
standes, beurteilt nach der Schwere der Folgeerscheinungen, diirfte 
eine Funktion des mehr oder weniger konstanten Ascorbinsiurespiegels 
sein, weniger abhangig von der zufalligen einmaligen Einnahme. Aus 
den Untersuchungen von A. Hojer und von G@. Westin scheint hervor- 
zugehen, dal die Methode der Zahnschnitte, welche allerdings zur 
Beurteilung menschlicher Avitaminosen nur seltener zur Anwendung 
kommen kann, ein Bild des Ascorbinséurespiegels gibt. 

Die einzelnen Harntitrationen eines Patienten geben noch keinen 
zuverlassigen AufschluB dariiber, ob die Ascorbinséurespeicherung 
normal oder subnormal oder iibernormal ist. Dagegen ist die langere 
Verfolgung der Ascorbinséureausscheidung eines Patienten bei kon- 


1 Euler u. Malmberg, Arch. f. Augenheilkde. 109, 225, 1935. 2 Ob 
beim Menschen die C-Synthese aus Zucker eine Rolle spielen kann, ist noch 
unentschieden. 





352 H.v. Euler u. M. Malmberg. 


trollierter gleichmaBiger Kost wohl die einfachste und genaueste Met hi 
um tiber den Grad der C-Hypovitaminose eines Patienten Auskunft ; 
erhalten. Dies soll in der Fortsetzung dieser Arbeit unter Bezugnalh: 
auf die Ergebnisse der eingangs erwahnten Publikation des schwedisch: 
Medizinalamtes gezeigt werden. Dabei wird eine erneute Ermittluiny 
derjenigen Substanzen, welche im Harn das Tillmans-Reagens reduzierey 
koénnen, unternommen werden. 

1. Was nun die absoluten Werte des Ascorbinsduregehalts po 
Liter Harn betrifft, welche wir in der Jahreszeit Februar— April 1935 
bei der Bevélkerung schwedischer Landbezirke fanden (es hat sich zum 
groBben Teil um Personen gehandelt, welche sich in ambulatorische: 
arztlicher Behandlung befanden), so ergibt sich aus den Tabellen 
S. 343-350 als Ausscheidung durch Harn pro Tag: 

Mittel fiir schwedische Landbevilkerung (Februar— April) 9 mg 
Demgegeniiber fanden wir friiher (I. ¢.): 
Mittel fiir Personen in Stockholm (Winter) 25 mg. 
Beobachtungen an einigen Hollandern (Wolff und Mitarbeiter 
15 bis 25 mg. 
Nach Harris und Ray ist der 
Mittelwert fiir englische Stadtbewohner (Cambridge) 25 mg. 
Etwa doppelt so hoch (|. ¢.) soll sein der 
Mittelwert fiir deutsche gesunde und kranke Stadtbewohner: 
40 bis 50 mg pro Tag. 


2. Sehr ausgesprochen fanden wir den Unterschied in der Vitamin-C- 
Ausscheidung durch Harn zwischen den Bewohnern der untersuchten 
nordschwedischen Landesteile mit einseitiger Kost, némlich etwa 5,0 my 
und der Landbevélkerung von Distrikten in Mittelschweden und Sid- 


schweden: etwa 11 mg. 

Vom sozialhygienischen Standpunkt aus scheint dieser Vergleich 
der mittleren C-Vitaminausscheidungen bemerkenswert. Dabei_ ist 
allerdings nochmals zu betonen, da unsere Messungen sich auf eine 
Jahreszeit beziehen, in welcher die mittlere C-Vitaminzufuhr durch di 
Nahrung am geringsten ist. Daf bei der schwedischen Landbevélkerung. 
und besonders in Norrland, haufig C-Hypovitaminosen vorkommen 
(Nils Hellstrém |. ¢.), bestatigt sich durchaus. Es ware von erheblichem 
Interesse, eine solehe Untersuchung auch in anderen Gebieten mit 
vermutlich einseitiger Ernahrung, z. B. in gewissen russischen Provinzen 
durchzufiihren. 

Fir die sehr freundliche Unterstiitzung unserer Arbeit durch |}: 
schaffung der Harnproben und Ermittlung des Zustandes der Versuclis 
personen sind wir den Herren Doktoren E. Collert, S.Strémbom, Ek. | 
Forsberg u. H. Robert sehr zu Dank verpflichtet. 
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Kolloidchemische Untersuchungen iiber Edestin. I. 
Von 
K. Holwerda. 
(Aus dem van *t Hojf-Laboratorium der Reichsuniversitat in Utrecht.) 
(Eingegangen am 31, Mai 1935.) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


I, Einleitung. 

Die vorliegenden Untersuchungen wurden in den Jahren 1931 bis 
1933 in standigem Gedankenaustausch mit Prof. Dr. H. R. Kruyt 
durchgefiihrt. Durch besondere Umstande hat sich die Veréffentlichung 
nach der Beendigung dieser Arbeit einige Zeit verzégert; neuere mit 
diesen Fragen in Zusammenhang stehende Untersuchungen wurden 
aber nachher soweit wie méglich mit beriicksichtigt. Es sollte versucht 
werden, einen naéheren Kjinblick in den ProzeB der Peptisierung von 
Edestin durch Salzlésungen zu gewinnen. Zim) besseren Verstaéndnis 
dieses Vorganges schien es aber erwiinscht, die oben genannte Problem- 
stellung zu erweitern, so daB in dieser Abhandlung neben der Pepti- 
sierung des Edestins durch Salzlésungen auch das Aussalzen und einige 
allgemeine Eigenschaften des Edestins behandelt werden, wahrend die 
Peptisierung durch verdiinnte Salzséure und verdiinnte Lauge kurz 
mit berticksichtigt wurde. Es ergab sich naémlich, daB Peptisierung 
und Aussalzen von Edestin in gewissem Sinne von demselben Gesichts- 
punkt aus betrachtet werden konnten. Auch schien es erwiinscht, die 
Stabilitat von Edestinsolen, die durch Peptisierung von Edestin durch 
verdiinnte Lauge und verdiinnte Saéure entstehen, in ihrem Verhalten 
gegentiber Elektrolyten zu vergleichen mit Solen, die durch Peptisierung 
von Edestin durch konzentriertere Salzlésungen bei verschiedenem 
Sauregrad erhalten wurden; speziell wurde versucht, ein einheitliches 


pint ee i ‘ , 
Bild von der Stabilitaét der gesamten NaCl enthaltenden Edestinsole 


clit ; : 
in bezug auf px und Salzkonzentration zu geben. 
ng. 


men oo * " P . on ‘ P 7 
Beziiglich der Einteilung des Stoffes in dieser Abhandlung schien 


es zweckmaBig, einige Untersuchungen iiber die allgemeinen Eigen- 
schaften des Edestins, die spaiter weiter diskutiert werden, der mehr 


hem 


mit 


detaillierten Untersuchung nach der Peptisierung von Edestin durch 
Salzlésungen im Zusammenhang mit den iibrigen hier genannten 
kolloidechemischen Prozessen vorangehen zu lassen. Zum SchluB wird 
noch ,,Antagonismus von Elektrolyten bei hoher Salzkonzentration bei 
Edestinsolen‘* behandelt werden, welcher Gegenstand sehr nahe den 
ubrigen Untersuchungen anschlicBt. 
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K. Holwerda: 


An dieser Stelle méchte ich noch Herrn Prof. Dr. H. R. Kru 
meinen herzlichen Dank aussprechen fiir sein Interesse und Mit. 
wirkung bei diesen Untersuchungen, sowie fiir die genossene Gast 
freiheit in dem van *t Hoff-Laboratorium, wofiir ich auch dessen Direkt 
Herrn Prof. Dr. £. Cohen, verbindlichst danke. Auch Herrn J. S//s 
Assistent am Pharmazeutischen Laboratorium der Universitat in 
Utrecht méchte ich freundlichst danken fiir dessen Mitwirkung. bei 
der praparativen Bereitung des Edestins. 


II. Herstellung von Edestin. 


Es wurde fiir richtig gehalten, bei den Viskositétsmessungen 


von einem und demselben Standardpraparat auszugehen, da es zweife!- 
haft schien, ob Messungen mit Priaparaten verschiedener Herkunft ode: 
verschiedener Vorbehandlung wohl immer identisch und untereinander 
vergleichbar sein wiirden. Die Herstellung dieses Standardpréparats 
wird hier kurz mitgeteilt. 

Hanfsamen wurde grob gemahlen, danach griindlich mit Petrolathe; 
(Siedepunkt 40 bis 60°C) extrahiert und dann an der Luft getrocknet, 
worauf das Hanfmehl durch Reiben, Sichten usw. so gut wie méglich von 
den Hiillen befreit wurde!?. 

Nun wurde das Hanfmehl mit 1l0%iger NaCl-Lésung ausgezogen 
[wobei zweckmaBigerweise soviel Lauge oder Sodalésung zugesetzt wird, 
daB die Reaktion gegen Phenolrot schwach alkalisch wird (py etwa 7,2). 
was in diesem Falle jedoch nicht geniigend beriicksichtigt war]. Das er- 
haltene Sol wurde iiber Filtrierpapierbrei filtriert oder durch Zentrifugieren 
geklirt und das EiweiB hieraus durch Wasserzusatz gefallt. 

Diese Behandlung wurde ein paarmal wiederholt, wobei der Haupt 
masse noch eine etwas dunkler gefarbte Vorfraktion durch fraktioniert: 
Fallung entzogen wurde. Hierauf wurde die Hauptmasse des NaCl durc! 
Auswaschen mit Wasser entfernt und durch Elektrodialyse das Eiwe 
von Salz so gut wie ganz befreit (siehe unter ,,Aschengehalt*', dieser Al) 
sehnitt). Als Membranen wurden hierzu auf der Anodenseite eine Chrom 
gelatinemembran® (pos.) und auf der Kathodenseite eine ziemlich feste 
Pergamentmembran (neg.) benutzt, bei welcher Kombination die geringste 
Gefahr einer nicht erwiinschten zu sauren Reaktion bei der Elektrodialyse 
besteht *, 

Nach Ablauf der Dialyse wurde das Praparat durch Zentrifugieren ers! 
mit verdiinntem Alkohol, danach mit absolutem Alkohol gewaschen uni 
schlieBlich auf dem Filter mit absolutem Ather nachgewaschen. Alkolho 
und Ather waren vorher auf etwa — 5° C abgekiihlt*. Nach Absaugen wur« 


1 Im allgemeinen ist es nicht unbedingt erforderlich, die Hiillen \ 
der Extraktion mittels der Salzlésung ganz zu entfernen; doch bekommt mu: 
dann unreinere, sehr dunkel gefarbte Sole, die einer intensiveren Reiniguiz 
bediirfen. — 2 Uber die Antertigung derselben siehe Stern, diese Zeitsc!. 
144, 115, 1923. — * Siehe H.J. Freundlich u. L. F. Loeb, ebenda 150, 521. 
1924; A.N. Verveen, Diss. Utrecht 1928. — 4 E.G. Young, Proc. Roy 
Soe. London 93, 15, 1922. 
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das Praparat in einem Morser pulverisiert und in Kristallisierschalen in 
nen Vakuumexsikkator tiber konzentrierte Schwefelséure gebracht, bis 
ler Athergeruch ganz verschwunden war. Darauf wurde das Produkt in 
einer gut verschlossenen Flasche in einem Exsikkator iiber starker Schwefel- 
aure aufbewahrt. 


Einige Eigenschajften des Standardprdaparats. 
a) EiweiBtaktor. 

Die Verhaltniszahl EiweiB /Stickstoff betrug 5,76 bzw. 5,71. Mittel 5,73. 
Gewichtsverlust beim Trocknen 5,10 bzw. 5,46°4 (4Stunden 110 bis 115°C), 
Auf getrocknetes Eiwei8 umgerechnet ist die Verhaltniszahl 5,47 bzw. 5,40. 
Mittel 5,43. Daraus errechnet sich ein NStickstoffgehalt von 18,4. 
Hitchcock* fand fiir getrocknetes Edestin ebenfalls 18,4°5 N, wahrend 


2 


Osborne? 18,64°% angibt. 
b) Aschengehalt. 


Derselbe betrug 0,6 mg pro 2 g Edestin, also 0,03°%%. 


c) Peptisierbarkeit. 
Bei der Darstellung war die Peptisierbarkeit durch eine 10°,ige NaCl- 
Losung trotz schonender| Behandlung um etwa’ 30°, zuruckgegangen 
(siehe 8. 359). 


Ill. Einige allgemeine Eigensehaften von Edestin. 

Es sollen zunachst einige spezielle Punkte besprochen werden, die 
mehr oder weniger mit dieser Untersuchung im Zusammenhang stehen, 
und beziiglich deren sich eine etwas nihere Orientierung im Laufe der 
Untersuchung als erwiinscht erwies, da sich hieriiber in der Literatur 
keine hinreichend exakten Angaben finden lieBen. 


a) Struktur und Charakter von Edestinniederschlagen. 

Im allgemeinen wird angenommen, da} Edestin in kristallisiertem 
Zustande vorkommt, und in der Tat ist es nicht schwer, das Edestin in 
einer Form auszuscheiden, die mikroskopisch mit derjenigen echter 
Kristalle iibereinstimmt; bei Verdiinnung eines durch Peptisierung mit 
einer NaCl-Lésung erhaltenen Sols werden ziemlich regelmaBige Formen 
ausgeschieden. Indessen treten hier Erscheinungen auf, die Zweifel 
erwecken, ob hier ein echter KristallisationsprozeB vorliegt und die 
andererseits deutlich auf den kolloidchemischen Charakter dieses Aus- 
flockungsprozesses hinweisen. 

Bei vorsichtigem Hinzufiigen von Wasser zu einem einigermaBen 
konzentrierten Edestinsol scheidet sich dieser Stoff namlich anfangs in 


1D. J. Hitchcock, J. of gen. physiol. 4, 598, 1922. — ? Zitiert nach 
M. Spiegel- Adolf, Handb. d. kolloid. Wissenseh. in Ejinzeldarstellungen 
von Wo. Ostwald, 4, Die Globuline, 8S. 45. 


234 





356 ; K. Holwerda: 


Form von Tropfen aus, was ziemlich allgemein bei beginnende; 
Ausflockung lyophiler Kolloide vorkommt, wie dies von Bungenbe) 
de Jong und Kruyt! nachgewiesen und von ihnen als Koazervatior” 
bezeichnet wurde. Hierbei muB man sich im allgemeinen vorstellen 
daB die Kolloidteilchen mit ihren Solvatmanteln zusammenflieBen und 
im Koazervat wie in einem Schwarm angehauft sind. 

Verfolgt man diesen ProzeB bei Edestin mikroskopisch, indem mai 
allmahlich mehr Wasser hinzufiigt, dann treten nach und nach allerhand 
Ubergangsformen von der reinen ‘Tropfenform bis zu der ziemlich rege! 
maBig sechseckigen Form auf, darunter ziemlich unregelmabige Formen 
die etwas Ahnlichkeit mit den entsprechenden Bildungen bestimmte: 
Stirkearten besitzen und daneben regelmaBige Formen, die offenbar schon 
weiter desolvatisiert sind. Mikroskopisch zeigen sich dreieckige Formen 
mit stark abgerundeten Ecken, die iiber sechseckige Formen mit drei 
langen und drei kurzen Seiten schlieBlich meistenteils in die reinere 
Sechseckform tibergehen. 

Unter dem Deckglischen lassen sich diese Ubergangsformen leicht 
fein reiben, und bei Zentrifugieren kénnen sie sich (bis zu einer be- 
stimmten Grenze) noch zu einem scheinbar homogenen Makrokoazervat 
vereinigen. 

Bei weiterer Desolvatation dieser Mikrokoazervattrépfchen, die im 
allgemeinen aus einer Anhaufung selbstandiger Kolloidteilchen mit ihren 
umringenden Solvatmanteln zu bestehen scheinen, treten offenbar Richt. 
krafte auf, wahrend gleichzeitig die Grenzflichenspannung die Tendenz 
hat, die Oberfliche auf ein Minimum zu beschranken, wodurch besonders 
scharfe Ecken stark abgerundet werden. 

Ohne auf den Ursprung und die Art erstgenannter Richtkrafte 
niher einzugehen?, erhellt doch aus diesen mikroskopischen Wahr- 
nehmungen in iiberzeugender Weise, daB das Ausflocken von Edestin 
ein ProzeB mit kolloidchemischem Charakter ist; auch die mehr festen 
Niederschlage wurden durch uns vorlaufig als Mikrokoazervate betrachtet, 
deren Solvatmantel durch Wasserzusatz nur weiter eingeschrumpft sind. 

Beim Peptisieren verlauft der ProzeB natiirlich in analoger Weise in 
umgekehrter Richtung, doch ist dies mikroskopisch weniger gut zu 
verfolgen. 

Dieselben Erscheinungen wie beim Ausflocken von Edestinsolen 
durch Hinzufiigung von Wasser beobachtet man beim Aussalzen dure! 
Na, SO, unter gewissen Verhaltnissen; in beiden Fallen hat man es also 


' H.G. Bungenberg de Jong u. H.R. Kruyt, Proc. Kon. Akad. \ 
Wetensch. Amsterdam 82, 849, 1929; Kolloidzeitschr. 50, 39, 1930. 
2 Man siehe hieriiber eine spitere Mitteilung von H. G. Bungenber) 
de Jong, Orientated Coacervates and their bearing upon the formation ot 
colloid-erystals. Proc. Akad. Wetensch. Amsterdam 38, 426, 1935. 
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dem Anschein nach mit einer Entmischungserscheinung zu tun, bei 
welcher jedoch zur Unterscheidung von einer reinen Entmischung bei 
cinem ternaren System (dem Auftreten einer neuen Phase) bei Kolloiden 


im allgemeinen von Koazervation gesprochen wird. Wir werden spater 


noch diskutieren, ob diese Bezeichnung in diesem Falle wohl ganz 
zutreffend ist. 

Im Zusammenhang mit der oben angedeuteten Frage der sogenannten 
Kristallbildung von Edestin steht in gewissem Sinne die Frage der 
Homogenitaét oder Heterogenitit dieses Produktes. 

In den Untersuchungen von Osborne und Harris! hat sich ergeben, 
daB verschiedene Pflanzenglobuline aus verschiedenen Samen, mit 
iibereinstimmenden Eigenschaften und derselben ,,Kristallform‘‘, keine 
cinheitliche Zusammensetzung haben. 

Wir sind denn auch geneigt, auf obengenannte Frage eine Antwort 
im letzteren Sinne — der Heterogenitat zu geben. Hierauf deutet 
schon einigermaBen das Vorhandensein eines Peptisationsbereiches; bei 
einer bestimmten Grenze der Salzkonzentration (abhangig vom pu und 
der Temperatur) wird nur ein geringer Teil des Edestins peptisiert, dessen 
Prozentsatz allmahlich zunimmt, je mehr die Konzentration der Salz- 
losung steigt. 

In umgekehrter Richtung laBt sich der ProzeB besser experimentell 
vertolgen, man bekommt somit eine Ausflockungskurve; aus der graphi- 
schen Darstellung kann man ablesen, welcher Prozentsatz des Edestins 
bei einer bestimmten Salzkonzentration ausflockt (siehe Abb. 4, S. 372). 

Zwar ist hierbei die KiweiBkonzentration nicht ganz ohne Eintlub ”, 
doch ist dieser EinfluB bei nicht zu groBem EiweiBgehalt sehr neben- 
sichlicher Art; wenn man von ,,Léslichkeit’’ von Edestin sprechen 
dirfte, wiirde mithin eine sehr starke und anfangs fast proportional 
zunehmende Léslichkeit bestehen mit zunehmender Menge des Ausgangs- 
produktes, was auf die groBe Heterogenitaét des Produktes hinweist°. 

Auch viskosimetrisch zeigte sich die Heterogenitaét des Produktes 
dadurch, daB verschiedene Fraktionen des Priparats bei derselben Salz- 
konzentration und unter denselben Verhaltnissen nicht genau den- 


1 T. B. Osborne u. J.P. Harris, J. Amer. Chem. Soc. 25, 323, 1903. 
®* Bei zunehmender Edestinkonzentration liegt der Anfangspunkt der 
Austlockung bei etwas héherer Salzkonzentration, was darauf hinweist, daB 
es sich hier nicht nur um eine Grenzflichenerscheinung handelt. Tatsachlich 
haben Holleman, Bungenberg de Jong und Modderman gezeigt, daB bei 
der Aussalzung von Gelatine, welche Erscheinung (Koazervation) sie an 
erster Stelle als eine Grenzflachenerscheinung betrachten, auch ein Gleich- 
gewicht kinetischer Art vorhanden ist. W.J. Holleman, H.G. Bungenberg 
de Jong u. R.S. Tjaden Modderman, Kolloid. Beih. 39, 334, 1934. — * Siehe 
hieriiber die Untersuchungen von S. P. L. Sérensen, speziell C. r. Lab. Carlsb. 
IS, Nr. 5, 1930. 
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selben Viskositatswert hatten, obgleich dies bei dem von uns benutzte: 
Standardpraparat nur in sehr geringem MaBe zutage trat. Spater stellt: 
sich heraus (siehe hiertiber den zweiten Teil dieser Abhandlung), da! 
das Standardpraparat nur eine gewisse Fraktion des Ausgangsprodukt 
reprasentierte und sich infolgedessen als ein viskosimetrisch ziemlic! 
homogenes Produkt verhielt. Fir die vergleichenden Viskositats 
messungen mit verschiedenen Salzlésungen konnte diese gréBer 
Homogenitit des Standardpriparats nur als ein Vorteil betrachte' 
werden, da die Messungen hierdurch besser untereinander vergleich 
bar sind. 
b) EinfluB hinzugeftigter Salze auf die reelle Aziditat von Edestinsolen. 
Bei Hinzufiigung neutraler Salze, auch wenn diese keine Hydrolys: 
aufweisen, tritt bei Kdestinsolen im allgemeinen eine Reaktions 
veranderung nach der alkalischen Seite ein, wahrend umgekehrt durch 
Verdiinnung der erhaltenen Sole mit Wasser das pu sinkt. 
Kine solehe Reaktionsveranderung bei EiweiBsolen wurde bereits 
von Loeb! an Gelatine festgestellt, und diese ist wohl zum gréBten Teil 
einem Austausch von 
Tabelle I. Einflu8 von zugefiigten Salzen YW. ynd OH-Ionen der 
auf das py eines sauren Edestinsols 
(bzw. Suspension) (etwa 0,2 g EiweiB pro 
ll cem Fliissigkeit). 


EiweiBteilchen gegen die 
lonen des hinzugefiigten 
Salzes zuzuschreiben* 
Zugetiate Menge | pm | cues Menge. pn ‘Bei Edestin tritt als 
bei nicht zu hoher Al- 
0 (Sol) 4,30 kalitat eine  starkere 
Verdrangung der OH- 
Tonen auf, und hierbei 
ist der KinfluB von 
0,66 (Sol) 5,19 CNS-Ionen starker als 
300), 5,56 a é 
1.40 ° | 565 der EinfluB von = Cl- 
Ionen. Der verschiedene 
EinfluB dieser Ionen ist am gréBten bei relativ geringer Salzkonzen- 
tration. Nebenstehende Tabelle zeigt den Einflu8 von NaCl und 
NaCNS bei einem sauren Edestinsol von einem pu = 4,30 (bei 200 mg 
KiweiB pro 11 ccm Salzlésung). Durch diesen ProzeB der Ionen- 
verdrangung reagieren Sole von Edestin mit neutralen Salzen meistens 
schwach alkalisch. Der sogenannte iso-ionische Punkt (das ist das pu. 
bei welchem keine effektive Verdrangung eintritt) liegt also fur di: 
meisten Salze bei ziemlich stark alkalischer Reaktion. 





‘15 
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0 (Sol) 
0,09 
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0,42 (Susp.) 
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1 J. Loeb, J. of gen. Physiol. 3, 405, 1921. — * Auch die Aktivitat 
der H-Ionen wird selbstverstandlich durch die zugefiigten Salze beeinfluBt : 
dieser Einflu8 ist aber viel geringer. 
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ce) Denaturierungserscheinungen. 


Ungeachtet der angewandten VorbeugungsmaBnahmen bei der 
Herstellung hatten etwa 30°, des Standardpraparats die Fahigkeit 
verloren, durch eine 10°%ige NaCl-Lésung zu peptisieren. Da es fiir 
eine richtige Deutung der beobachteten Tatsachen von Wichtigkeit ist, 
zu wissen, ob Denaturierungsprozesse bei den angestellten Unter- 
suchungen stattgefunden haben, wurden vorher erst einige Experimente 
iiber diese Erscheinung ausgefiihrt. | 

Aus Untersuchungen Osbornes! ist bekannt, daB der Sauregrad 
beim Denaturieren von Edestin von groBem EinfluB ist. Osborne kon- 
statierte, da die nichtumkehrbaren Veranderungen, die Edestin bei 
jangdauernder Beriithrung mit Wasser erleidet, schneller stattfinden 
bei kohlenséurehaltigem Wasser und da} diese Veranderungen bei ver- 
dimnten Sauren um so schneller erfolgen, je starker die Saure disso- 
zilert ist. 

Es schien nun erwiinscht, den Einflu8 der Aziditat hierbei etwas 
yenauer zu verfolgen. Dies zeigt die nachstehende Tabelle, die den 
Prozentsatz an denaturiertem Eiweib bei verschiedenem px und verschie- 
dener Zeitdauer bei 20°C angibt. Das Edestin wurde bei diesen Versuchen 
mit verdiinnter HCl-Lésung peptisiert ; die EiweiBkonzentration war 2 ° 


-— /O- 





Py = 48 pu= 4,1 


6Minsbms 2... ke — 100°, 
VS cs ck ne a Ge 12% — 
DStuden .....-. 40°, — 


Man ersieht hieraus den progressiven Kinflu8 der H-lonenkonzen- 
tration; oberhalb einem px von etwa 5,2 kann die Denaturierung bei den 
meisten Versuchen auBer acht gelassen werden. 

Als Kriterium fiir denaturiertes EiweiB wurde bei den hier an- 
gefiihrten Versuchen angenommen, da das Edestin nach Neutrali- 
sierung gegen Phenolrot (pu etwa 7,2) nicht mehr durch eine 10°%ige 
NaCl-Lésung peptisiert wurde. Ganz einwandfrei ist dieses Kriterium 
nicht. Es zeigt sich namlich, daB die Denaturierung sich mitunter 
bereits durch eine Verschiebung der Peptisationsgrenze nach héherer 
Salzkonzentration offenbart, ehe Ausflockung stattfindet. 

Weiter muB bei der Peptisierung durch Salzlésungen in saurem 
Milieu nicht aus dem Auge gelassen werden, da in diesem Falle die 
Denaturierung oft viel schneller stattfindet. Der pu-Bereich, in welchem 
diese Sole mehr oder weniger stabil sind, wird hierdurch haufig nach 

' Entlehnt von M. Spiegel-Adolf, 1. c. S. 190; urspriingliche Literatur: 
T. B. Osborne, Zeitschr. f. physiol. Chem. 83, 225, 1901. 
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der alkalischen Seite verschoben. So tritt bei Lésungen von NaJ wid 
NaCNS auch schon bei neutraler Reaktion eine geringe Denaturierwiy 
ein, die um so sehneller verliuft, je héher die Salzkonzentration ist wad 
die bei saurer Reaktion sehr stark zunimmt. 

Dagegen wird der Denaturierungsproze8 bei saurer Reaktion an. 
scheinend durch Zusatz von NaCl verzégert. Dies wird aber offenbar 
nur dadurch verursacht, dafi bei Zusatz von NaCl zu einem sauren 
Sol das px steigt. Dies ist freilich ebenfalls und sogar in starkerem 
Mabe der Fall bei NaJ und NaCNS (siehe unter IIIb, S. 358), doch in 
diesen Fallen wird der letztere Effekt von der spezifisch denaturierenden 
Wirkung der J- und CNS-lonen in saurem Milieu iibertroffen. Zu 
Demonstrierung des Einflusses von NaCl kann der folgende Versuch 
dlienen, bei welchem die Denaturierung eines durch Peptisierung mit 
verdiinnter HCl erhaltenen Edestinsols verfolgt wurde, wobei im 
zweiten Falle 250 Millidquivalente NaCl pro Liter hinzugefiigt wurden 
wahrend die dritte Spalte die Menge denaturiertes EiweiB bei einem 
Sol mit derselben Kochsalzmenge angibt, dessen pu jedoch wiede1 
zu dem anfanglichen Wert reduziert worden war. 





. » samier Ol + 2H quis 

Sol ohne NaCl > ¢ Ati th Nac! pootater a: 
Pu = 4,94 “ diss _ 2 verdiinnte H 
PH = etwa 5, bis Py = 4.94 


Denaturiertes Eiweil} nach 4 Std. 35 9 —_ 30% 
a0. 61° 22° 57% 


wa oO 
Was den EinfluB der Aziditét auf die Denaturierung des Edestins 
betrifft, ist noch zu bemerken, dafS bei der Bereitung desselben  ins- 
besondere darauf zu achten ist, daB der Hanfsamen oder das hieraus 
bereitete Mehl mitunter einen ziemlich hohen Sauregrad haben, und dal) 


bei dem Verdiinnen der erhaltenen Sole und dem Auswaschen es 
Edestins das px sinkt (vgl. IIIb, S. 358). 


d) Isoelektrigcher Punkt des Edestins. 


Fiir die Beurteilung der weiteren Versuche ist es von Bedeutung. 
einigermaBen iiber die Lage des isoelektrischen Punktes des Edestins 
orientiert zu sein. Die diesbeziiglichen Daten in der Literatur sind niclit 
zuverlassig; meistens hat man als den isoelektrischen Punkt dasjeniy 
pu betrachtet, bei welehem mit bestimmten Pufferlésungen ein Maximum 
von Ausflockung auftritt, also in einem Milieu mit ziemlich betriichit- 
licher Salzkonzentration. 

Das pu des Ausflockungsmaximums bei Eiweibsolen ist bei Gegen 
wart von Salzlé6sungen von der Konzentration und der Art des hinzu 
gesetzten Salzes abhangig, wie z. B. hervorgeht aus den Untersuchungen 
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die Labes! mit Solen von denaturiertem Serumalbumin und Solen von 
Casein anstellte. Bei zunehmendem Séauregrad verlagert sich das Aus- 
flockungsmaximum hierbei nach héherer Salzkonzentration (waihrend bei 
noch héherer Salzkonzentration wieder Peptisation eintreten kann; 
zuletzt eventuell noch gefolgt durch einen Aussalzungspunkt). Um- 
vekehrt wird bei diesen Solen also auch das pu, bei dem eine maximale 
Ausfloekung auftritt, durch die Salzkonzentration des Milieus und die 
Art der hinzugefiigten Puffer bestimmt. 

Der Ausgangspunkt derartiger Versuche zur Bestimmung des 
isoelektrischen Punktes ist also véllig falsech: denn bei den beob- 
achteten Ausflockungsmaxima findet sehr wahrscheinlich in den meisten 
Fallen nicht nur keine Umkehrung der Ladung statt, sondern das 
wahrgenommene pu gibt iiberdies auch keineswegs den Punkt wieder, 
bei welchem das Edestin bei Fehlen von Salzen isoelektrisch ist. 

Ebenso hat sich aus Kataphoreseversuchen ergeben, daB sich der 
isoelektrische Punkt bei Hinzufiigung von Salzen veriandert?; Ver- 
suche mit Puffern bei nicht geringer Salzkonzentration? haben also 
keinen Wert. 

Von den neueren Literaturangaben kénnte eine Untersuchung von 
T’. Svedberg und A.J. Stamm* genannt werden, die zu dem Ergebnis 
kommen, daB der isoelektrische Punkt von Edestin bei einem py von 


etwa 5,5 liegt, hauptsachlich auf Grund der minimalen ,,Lésbarkeit** in 
einer NaCl-Lésung von 0,8 n, neben bestimmten Puffern. Es wird 


noch verfolgt werden, welcher Zusammenhang besteht zwischen der 
Peptisierbarkeit von Edestin durch eine NaCl-Lésung und dem pu, 
und inwiefern der Standpunkt richtig ist, daB die Peptisierbarkeit von 
Edestin durch eine konzentrierte Salzlésung ein Minimum im iso- 
elektrischen Punkt hat, wie Svedberg und Stamm offenbar annehmen. 

Obgleich keine exakte Methode bekannt ist, die Lage des iso- 
elektrischen Punktes solcher an sich nichtlyophiler EiweiBsole genau zu 
bestimmen, bekommt man hiervon jedenfalls einen prinzipiell besseren 
(sei es tibrigens auch nur annahernd richtigen) Eindruck durch Er- 
mitteln der beiden Grenzen des pu-Bereichs, in welchem bei Anwesen- 
heit einer nur sehr geringen minimalen Salzmenge vollstaéndige Aus- 
flockung stattfindet. Man bekommt auf diese Weise allerdings einen 
ziemlich groBen pu-Bereich. Man kann jedoch auBerdem noch ver- 
folgen, bei welchem py die Ausflockung am schnellsten ertolgt, welcher 


1 R. Labes, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 186, 112, 1921. — ? Siehe 
H.R. Kruytu. H.J.C. Tendeloo, J. of phys. Chem. 29, 1303, 1925. — * D.J. 
Hitchcock, J. gen. Physiol. 4, 598, 1922. — 4 7’. Svedberg u. A.J. Stamm, 
J. Amer. Chem. Soe. 51, 2170, 1929. 
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Punkt ziemlich gut mit der Mitte des vorgenannten Bereichs iiber 
einstimmt. Wir betrachten die Mitte dieses Bereichs annaherungsweis: 
als den isoelektrischen Punkt. 


Kinige derartige Versuche wurden angestellt mit ener Suspension vor 
Edestin, die durch Auswaschen eines Produktes erhalten wurde, das au- 
einem neutralen, NaCl-haltigen Sol durch Wasserzusatz gefallt worden 
war. Wenn das NaCl zu einem sehr groBen Teile entfernt ist, bekommt man 
beim Zentrifugieren sehr stabile Suspensionen, bei denen das py durch 
das Auswaschen erheblich gesunken ist (s. S. 358), und die zufolge Aus 
flockungsversuchen positiv geladen sind. 

Einer solchen Suspension (EiweiBgehalt 0,799; Salzkonzentration 
1,4 Milliaquivalente NaCl pro Liter) wurden pro lO cem um _ 0,05 cem 
steigende Mengen n/100 NaOH in gut verschlossenen Ausflockglasern 
zugesetzt und nach etwa halbstiindigem Stehen die beiden Grenzen be 
stimmt, bei welchen noch gerade vollstandige Ausflockung stattgefunden 
hatte und die oberste Fliissigkeitsschicht in den beiden nachsten Ausflock 
glasern also nicht ganz klar war. Zugleich wurde das py derjenigen Fliissig 
keit bestimmt, bei welchem die Ausflockung am schnellsten erfolgte, obgleich 
iiber einen gewissen Bereich wenig Unterschied besteht. 

Die py-Bestimmung mittels der Wasserstoffelektrode erwies sich in 
diesem Falle zwar noch als hinreichend brauchbar; aber das Gleich- 
gewicht stellte sich hierbei gew6hnlich sehr langsam ein!, wahrend ferne: 
auch der geringe Salzgehalt eine scharfe Einstellung erschwerte. Zur 
Kontrolle der potentiometrischen Bestimmung wurde in den meisten Fallen 
das py auch kolorimetrisch bestimmt, obwohl sich auch hierbei in einem 
solchen Milieu ohne Puffer und mit sehr wenig Salz Schwierigkeiten ergeben. 
Wahrend z. B. Phenolrot bei groBer Salzkonzentration bei diesen Solen nur 
einen geringen Fehler gibt, ist dieser gerade bei sehr kleiner Salzkonzentration, 
im Vergleich zu der Salzkonzentration der Standardpufferlésungen, nicht 
ohne Bedeutung. Es wurde also nachher soviel Salz hinzugefiigt, wie es 
dieser Konzentration entsprach, nachdem die oberste klare Schicht zu 
diesem Zwecke entfernt war. Der Indikator (Phenolrot) wurde jedoch 
vorher der eiweiBhaltigen Suspension hinzugefiigt, um Fehler durch die 
moéglicherweise etwas abweichende Eigenreaktion des Indikators auszu- 
schalten (es wurde neutralisiertes Phenolrot benutzt). Zwar wird ein Tei! 
des Indikators vom EiweiB adsorbiert, doch ist dies fiir die py-Bestimmung 
mit Phenolrot weniger von Bedeutung, wenigstens bei dem hier ge- 
messenen Pq. 

p-Nitrophenol eignet sich fiir diese Methode vielleicht etwas weniget 
gut, obwohl es sich sonst bei Edestinsolen gut bewahrt. Bei sehr geringen 
Salzkonzentrationen ergaben sich etwas mehr abweichende Werte im Ver 
gleich zu den mit der H,-Elektrode erhaltenen. 

Fiir die beiden Grenzen des Ausflockungbereiches wurde bei Messungen 
mittels der H,-Elektrode ein pg von 7,9 bzw. 7,0 gefunden; mit Phenolrot 
wurde im letzteren Falle fiir das py ein Wert von reichlich 6,8, mit p-Nitro- 
phenol ein soleher von 6,5 gefunden. Die Mitte des Ausflockungsbereiche- 

7.9 + 6.8 
wiirde also bei einem py von etwa ; 7,35 liegen!. Das R6hrchen 


1 Die Werte sind dadurch vielleicht etwas nach der alkalischen Seite 


verschoben. 
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nuit der schnellsten Ausflockung war anfangs ziemlich stark rot gefarbt. 
Nachdem das starker rot gefairbte EiweiB sich abgesetzt hatte, war die 
obere Fliissigkeitsschicht viel heller gefarbt; nach Hinzufiigung einer 
iquivalenten Menge NaCl (iibereinstimmend mit der Salzkonzentration 
der Pufferldsung) war das gemessene py jedoch etwa 7,3. 

Bei weiterem Auswaschen des Edestins wurden aufs neue Suspensionen 
von der gréBten Menge des Restes des Produktes erhalten; bei diesen 
Fraktionen wurde als py in dem am schnellsten ausflockenden Réhrchen 
etwa 7,3 bzw. 6,75 gefunden. Der letzte Wert stimmt besser iiberein mit 
der spater gefundenen Mitte des pqy-Bereichs, wo Edestin nicht peptisiert 
wird durch verdiinnte Lauge bzw. verdiinnte Salzsaure (siehe 8. 377). Ver- 
mutlich ist der erstgefundene Wert etwas zu hoch. 

Das Standardpraparat selbst reagierte mit CO,-freiem Wasser etwas 
sauer in bezug auf neutralisiertes Phenolrot; der Niederschlag selbst war 
aber rot gefarbt. Die Eigenreaktion des Edestins selbst erhellt hieraus aber 
nicht ganz tiberzeugend, da das Praparat (dialysiert gegen CO,-haltiges 
destilliertes Wasser) méglicherweise Spuren von gebundenem CO, enthielt. 


Aus diesen Wahrnehmungen folgt jedenfalls, daB der isoelektrische 
Punkt von Edestin bei einem px von etwa 7,0 liegt; die in der Literatur 
angegebenen Werte fiir den isoelektrischen Punkt (meistens zwischen 
pu = 5,0 und 6,0 liegend), die auf prinzipiell falsche Methoden basiert 


sind, weichen hiervon also sehr erheblich ab. 


IV. Viskosititsmessungen. 


Fiir die Technik dieser Messungen wird auf friihere Abhandlungen von 
Kruyt und seinen Mitarbeitern! verwiesen. Die Messungen wurden bei 
25 + 0,02°C ausgefiihrt. Zum Vergleich der lyotropen Wirkung ver- 
schiedener Anionen auf die Peptisierung von Edestin wahlten wir NaCl, 
NaJ, NaSCN. Um den Einflu8 von Kationen auf die Lyotropie zu priifen, 
fiihrten wir Messungen aus mit LiCl und Li,SO, im Vergleich mit NaCl 
bzw. KClund Na, SO,. Der Einflu6B der Valenz der Ionen wurde mit Na, SO, 
und BaCl,, ferner mit MgCl, und MgSO, studiert. 

Mit BaJ, und Ba(CNS), konnten keine Messungen angestellt werden, 
da die Sole sehr schnell denaturierten, so da8 sogar bei ziemlich lange 
dauerndem Kontakt dieser Salzlésungen nahezu kein Eiweif peptisiert 
wurde, was den Eindruck machen kénnte, daB diese Salze keine peptisierende 
Wirkung ausiiben. Dies ist jedoch nicht der Fall. KF peptisiert Edestin 
dagegen nicht bei 25°C und ist allein bei héherer Temperatur imstande, 
das Edestin zu peptisieren. 

Die untersuchten verdiinnten Edestinsole folgten im allgemeinen 
gut dem Poiseuilleschen Gesetz *. 


1 Siehe H. R. Kruyt u. H.G. Bungenberg de Jong, Kolloid. Beih. 28, 
1, 1928. — # Die gefundenen Werte fiir die relative Viskositat bei ver- 
schiedenem hydrostatischen Druck gaben nur geringe Abweichungen (bis 
0,002) bei Solen von etwa 1,5 °, EiweiB (NaCl-Konzentration, 2n). Fiir die 
Technik dieser Messungen wird auf H.G. Bungenberg de Jong, Ree. trav. 
chim. 42, 1, 1923, verwiesen. Verschiedene benutzten Viskosimeter (nach 
Ostwald) gaben ebenfalls (bei nicht denaturierenden Solen) nahezu den- 
selben Wert (s. aber S. 374). 
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Die erhaltenen Edestinsole mit neutralen Salzlésungen  reagiert: 
alkalisch; die Reaktion war hierbei etwas von der Art des Salzes abhangiy 
(siehe unter IIIb), wahrend auch die Salzkonzentration und die Eiwei 
konzentration einigen EinfluB hierauf hatten, wodurch das py dieser Sole 
von etwa 7,0 bis etwa 7,7 variierte. Aus speziellen Kontrollmessungen zeigt e 
sich, da} das py in diesem Bereich keine meBbaren Unterschiede bei den 
Viskositatsmessungen verursachte, auch nicht bei verhaltnismaBig niedrige: 
Salzkonzentration (kontrolliert bei 350 Milliaquivalenten NaCNS). In der 
Folge wurde es daher nicht fiir nétig gehalten, bei allen Messungen imme: 
das py zu bestimmen; dieses wurde nur dann und wann kontrolliert und wird 
hier nicht in jedem Falle speziell angegeben. Die py-Messungen erfolgten 
mittels der H,-Elektrode; fiir vergleichende Messungen bei ungefahr neutraler 
Reaktion kann Phenolrot fiir kolorimetrische Bestimmungen verwendet 
werden !. 

Im allgemeinen wurde von 1,33 g des Standardpraparats ausgegangen, 
die mit 50cem der Salzlésung behandelt wurden, wobei nach etwa hall) 
stiindigem Stehen nach Filtrierung durch ein aschefreies Filter in den meisten 
Fallen ein Sol mit einem Gehalt von etwa 15 mg EiweiB pro cem erhalten 
wurde. Bei kleineren Salzkonzentrationen, bei welchen nur eine Fraktion 
des peptisierbaren Edestins peptisiert wurde, muBte natiirlich von einer 
groBeren Menge ausgegangen werden. 

Da aber auBerdem nicht immer genau dieselbe EiweiBmenge bei den 
iibrigen Versuchen peptisiert wurde, muBte bei jeder Viskositaétsmessuny 
der EiweiBgehalt des Sols bestimmt werden, und es war erforderlich, alle 
gefundenen Werte auf einen gleichen EiweiBgehalt umzurechnen. Hierfiir 
wurde ein EiweiBgehalt von 15,0 mg pro 1 ccm gewahlt. 


a) Eiweibbestimmungen der Edestinsole, 


Der EiweiBgehalt wurde nach Kjeldahl bestimmt; diese Methode konnte 
aber nicht bei Solen angewandt werden, die mit NaC N S-Lésungen peptisiert 
waren. Der hierin vorhandene Stickstoff geht zwar bei dieser Bestimmung 
groBtenteils in NH, iiber, aber diese Umwandlung erfolgt nicht vollstandig 
und nicht in einem konstanten Umfange. 

Das Eiweif8 wurde in dem speziellen Falle einer Peptisierung durch 
NaCNS-Loésungen daher gewichtsanalytisch bestimmt, indem 5 ccm des 
Sols mit 145ccm destilliertem Wasser wahrend 1 Stunde in einem kochenden 
Wasserbad erwarmt und das prazipitierte denaturierte EiweiB in der iiblichen 
Weise bestimmt wurde. Die auf diese Weise erhaltenen Resultate waren 
zwar zu niedrig; aber die Fehler waren bei gleicher Ausfiihrung des 
Verfahrens ziemlich konstant. Bei einer Serie von sechs Bestimmungen 
wurden bei Hinzufiigung von 80 mg Eiwei8 und etwas wechselnden Mengen 
NaCNS durchschnittlich 73,5 mg Eiweif8 mit einer gréBten Abweichung 
von 2mg wiedergefunden. Es mute daher eine Korrektur von + 10°, 
des gefundenen Resultats vorgenommen werden. Die Viskositaétsmessunge 


1 Die meisten Indikatoren ergeben groBe Salzfehler bei den hier be 
nutzten Konzentrationen und daneben auch noch oft EiweiBfehler. Auber 
Phenolrot (py 7,0 bis 7,8) mit einem Fehler bei diesen Messungen von etwa 
0,1 bei einer Salzkonzentration von 1000 Milliaquivalenten NaCl wurde be: 
diesen Solen mit héherer Salzkonzentration noch p-Nitrophenol ziemlic! 
brauchbar gefunden (py etwa 5,4 bis 7,0). 
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mit NaCNS koénnen hierdurch nicht auf dieselbe Genauigkeit Anspruch 

erheben wie die tibrigen Messungen, ergeben aber bei einem mdglichen 

groBten Fehler von etwa 3°, des EiweiBgehalts immerhin noch recht 

brauchbare Daten; der hierdurch entstandene maximale Fehler fiir den 
Na —N, 

bestimmten Wert — : “ ist etwa 0,002 (7, ist die relative Viskositat des 


"e 
Sols; 7, ist die relative Viskositat der Elektrolytlésung). 


b) Einflup des Eiweihgehalts auf die Viskositat der Edestinsole. 


Fiir die Umrechnung der gemessenen Viskositat auf denselben Eiweib - 
os 
vehalt muB die Frage gestellt werden, ob der Wert von — “ bei den 
‘e 
untersuchten Solen proportional der EiweiBkonzentration entsprechend der 
— LA 
Einsteinschen Formel - 


kg zunimmt. @ ist das relative Volumen 
le 
der dispersen Phase, das wir der EiweiBmenge proportional annehmen diirfen. 
Bei verschiedenen, me stenteils aber recht stark lyophilen Solen hat 
sich dies bei h6heren Kolloidkonzentrationen als nicht zutreffend erwiesen '; 
da die hier untersuchten Sole aber eine ziemlich geringe Viskositaét besitzen, 
wodurch eine gr6éBere wechselseitige Beeinflussung der kolloiden Teilehen 
bei zunehmender EiweiSkonzentration (wenigstens bei verhaltnismaBig 
geringer Konzentration) weniger zu erwarten war, lagen derartige Ab- 
weichungen hier minder nahe. 
Diese anfangliche Annahme erwies sich jedoch nicht als richtig, da 


7 v 
. 7 ‘s "8 « 7 e ° ‘ 
sich der Wert - - in diesem Falle nicht als konstant zeigt, sondern mit 


der EiweiBkonzentration zunimmt ?. 
Man vergleiche die folgenden Werte mit verschiedenen Edestinsolen, die 
mit einer n NaCl-Lésung bereitet wurden. 





Eiweib- 
konzentration 
in mg pro eem 


28,3 200,2 180,5 1,109 1,0465 1,0401 1,0062 0,062 0,058 
14,15 1893, — 1,049 1,0431 —  1,0029 1,052 0,055 0.052 
1,02 
1,01 


) 
21,0415 — 1,0014 1.0235 0,050 0,047 
47 1831, — 0145 1,0410 — 11,0009 1,0155 0,049 0,046 


7,1 1845 — 


), = Relative Viskositat des Sols > Auslaufzeit des Sols 
a P i der Elektro- z- . der Elektrolytlésung 
lytlésung Spez. Gewicht des Sols 


( = Eiweibkonzentration in Vol.-°, : der Elektrolytlisg. 


” ” 


' Siehe H. R. Kruyt u. K.C. Winkler, Wolloid. Beih. 32, 374, 1931. 

2 Uber den allgemeinen Zusammenhang zwischen Viskositat und 
Kolloidkonzentration siehe H.G. Bungenberg de Jong, H.R. Kruytu.J. Lens, 
Kolloid. Beih. 36, 441, 1932. 
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" 
, ~ dé “e . : “ta ~° . , 
Der Wert 1,5 Zi bezieht sich auf eine EiweiSkonzentration vo; 


“ 
15mg pro cem, auf welche alle Werte zuriickgefiihrt wurden. Die letz‘ 
Rubrik gibt den entsprechenden Wert fiir die Auslaufzeiten an, die in 
Folge ausschlieBlich bestimmt wurden, als der Einflu8 der spezifischen 
", ? 

Cr 


Cewichte einmal festgestellt war. Man erhalt immer den Wert von 1,5 


. y Th = 8 e ‘ ° . ‘ 
dadurch, da8 man zu dem gefundenen Wert fiir 1,5 Ct 0,003 hinzuzahii 


t, Ss f, 
Ct, 
KiweiBkonzentrationen graphisch dar, dann kann man aus dieser die Korrek- 

. t, ia I, 
tur ablesen, die dazu erforderlich ist, den berechneten Wert von 1,5 Ci 


Stellt man die gefundenen Werte fiir 1,5 bei verschiedenen 


aus einer Viskositaétsmessung bei einer beliebigen EiweiBkonzentratior 
auf denjenigen zuriickzufiihren, welcher bei einem Gehalt von 15 mg 
EiweiB pro cem gefunden wiirde. 
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0060! 
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Abb. 1 und 2. Einflu®B der Eiweifikonzentration auf die Viskositit. 


Es zeigt sich nun, daB diese Korrektur in verschiedenen Fillen, bei vei 
schiedenen Salzen und bei verschiedenen Salzkonzentrationen, annéahernd 
dieselbe ist; siehe nachstehende Tabellen und Abb.1 und 2, in welchen 
chive meee : : nea 
der EinfluB der EiweiBkonzentration auf den Wert von 1,5 - Or 

e 
gegeben ist, fiir Sole mit folgenden Salzl6sungen: n NaCl-Lésung, n Li, SO, 
Lésung, n BaCl,-Lésung, n Na,SO,-Lésung; 0,615 n Na,SO,-Lésung und 
1,23 n Na, SO,q-Lésung. (Die Linie fiir n Na, SO,-Lésung wurde fortgelassen, 
sie fallt ziemlich mit der Linie fir n NaCl-Lésung und mit der fiir 1,231 
Na, SO,-Lésung zusammen.) 


wiede! 
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Die Linien steigen oberhalb einer 


EiweiBkonzentration von: 7 mg 


KiweiB pro cem ziemlich regelmaBig und in demselben MaBe an.! Bei 
niedrigeren EiweiBkonzentrationen verlaufen sie vielleicht nur etwas flacher ; 


Edestinsole, hergestellt 


mit n Na,SO,-Lésung. 


Edestinsole, hergestellt 
mit n Li,SO,-Lésung. 


Edestinsole, 
hergestellt mit 
n BaCl,-Lésung. 





Eiweib- 
konzentration 1,5 
inmg pro ccm 


29,8 0,059 
14,9 0,053 
7,45 0,051 
4,95 0,055 


Eiweii- 
konzentration 1,5 
in mg pro cem 
31,0 0.061 
15,5 0,054 
7,15 0,051 


5,2 0,051 


Eiweib- 
konzentration 1,5 
in mg pro ecm 


27,7 0,065 
13,85 0,058 
6,9 0,053 
4.6 0,052 


3,1 0,053 
Edestinsole, 
hergestelit mit 
0,615 n Na, SO,- 
Lésung. 


Edestinsole, 
hergestellt mit 1,23n Na,SO,-Lésung. 





Eiweif- t—t, 
konzentration 1,5 — 
in mg pro ccm Ct, 


Eiweib- 
konzentration 
in mg pro cem 


Eiweib- 
konzentration 
inmg pro ecm 


47,0 0,065 8,8 0,051 0,053 
23,5 0,058 i 0,051 0,0485 
10 0,052 3, 0,050 ' 0,045 





bei einer kleineren Konzentration als etwa 5 mg EiweiB hat der Versuchs- 


fehler einen zu groBen Einflu8 auf den Wert von 1,5 *, um iiber den 
s 

Verlauf der Linien bei noch kleineren Eiweiikonzentrationen etwas mit 
Sicherheit sagen zu kénnen. 

Die Korrektur betragt anniherungsweise 0,0005 pro 1 mg Unterschied 
in der Konzentration, waihrend fiir eine geringere EiweiBkonzentration als 
7mg EiweiB immer eine Korrektur von + 0,004 angenommen wurde. 
(Auch fiir NaJ war die Korrektur dieselbe.) 


c) Ubersicht tiber die Viskositdtsmessungen von Edestinsolen, hergestellt: mit 
neutralen Salzlésungen. 


Eine Ubersicht iiber die Viskositaétsmessungen von Edestinsolen, 
hergestellt mit neutralen Salzlésungen findet man in den folgenden 
Tabellen (S. 369 und 371), wahrend sie gr6éBtenteils in Abb. 3 graphisch 
(Zur besseren Ubersichtlichkeit wurden nicht. alle 
Linien gezeichnet und die Linien nicht weiter konstruiert als bis zu 
einer Salzkonzentration von 2 n.) 


dargestellt sind. 


1 Bei mehr konzentrierten Solen ist der Umlauf sehr wahrscheinlicht nicht 
veradlinig. Siehe H. G. Bungenberg de Jong, H. R. Kruyt u. J. Lenz \. ¢. 








368 K. Holwerda: 
Die Messungen wurden bis zu der niedrigsten Salzkonzentratio: 
fortgesetzt, bei welcher nur noch eine gewisse Fraktion des Edestins 
peptisiert wurde. Da diese Fraktionen sich aber untereinander als 
nicht ganz genau gleich erwiesen, wird der Verlauf der Lini~ 
bei geringer Salzkonzentration etwas durch diese Fraktionsunter 
schiede mit beeinfluBt. Das beobachtete Steigen der Viskositat 
bei kleineren BaCl,-Konzentrationen (0,450 n) stand mit einem 
etwas abweichenden Verhalten dieser letzteren Fraktion in Zusammen 
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Viskositat von Edestinsolen peptisiert mit neutralen Salzlésungen 


hang. Die iibrigen Funktionen zeigten, wenn sie bei derselben Salz- 
konzentration gemessen wurden, nur sehr geringe Unterschiede, 


(Sehr erhebliche Unterschiede wurden aber konstatiert bei den 
Fraktionen eines mehr heterogenen Produkts, das aus nahezu der 
Gesamtmenge Edestin bestand, die das Ausgangsmaterial enthielt: 
siehe den zweiten Teil dieser Abhandlung.) 


Von den \ iskositatsunterschieden der letzteren Fraktionen des Standard 
praparats geben folgende Resultate einen Eindruck. Die Genauigkeit 
ist bei den kleinsten Fraktionen aber nicht dieselbe wie bei den iibrigen 


Bestimmungen, da diese Sole nur wenig EiweiB enthielten (Genauigkeit 
etwa 0,003). 


Edestinsol, peptisiert mit BaCl,, 


Edestinsol, peptisiert mit BaCl,, 
0,45 n. 





0,6 n. 
Menge 1,5 (t,—¢,) Menge 1,5 (t,—t,) 
der Fraktion der Fraktion | ’ 
Ct, Ct, 
8% 0,064 12% 0,065 
230, 0,058 95%. 0,062 
31% 0,057 84°, 0,056 


100% (extrapoliert), etwa 0,055 
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Obgleich der richtige Verlauf der Viskositatslinien bei geringerer 
salzkonzentration durch diese Fraktionsunterschiede etwas unsicher 
wird, erhalt man den Eindruck, daB die Viskositatslinien bei Na,S Oy, 
NaCl, NaJ und NaCNS beim Beginn der Peptisierung ungefahr auf 
demselben Niveau auslaufen, wahrend dieses bei BaCl, etwas héher zu 
liegen scheint. Bei den tibrigen Salzen wurden die Linien nicht weit 
genug nach niedrigerer Salzkonzentration verlangert, um dies zu be- 
urteilen; es zeigt sich indessen wohl, da sich alle Linien im Pepti- 
sierungsgebiet einander nahern. 


Viskositétsmessungen von Edestinsolen, hergestellt mit 


neutralen Salzlésungen. 





Nicht Korrigierter 


Eiweib- korrigierter | Wert von 





: konzen-, ¢ nda, schnell 1,5 (7.—7.) 
Konz. - 8 Wert von = ‘ge hed 
shay tration — | 1,5(¢,—t Bemerkungen 
NaCl | img | @, | 284) | Ue —P or, 
pro cem Ct Ct, 
0.500 n 4,86 1,0155 0,0475 0.051 0.054 Fraktion von 31 %y9 vom 
: . peptisierten Eiweib. 
0,550n 8,3 1,0265 0,048 0,051 0,054 Fraktion von 51%o vom 
peptisierten Eiweil. 
0,550n 12,4 1,0415 0,050 0,051 0,054 Fraktion von 67°%/9 vom 
peptisierten Eiweif. 
0,600n, 11,0 1,03865 0,050 0,052 0,055 Fraktion von 60° > vom 
peptisierten Eiweifi 
0,600n 14,3 1,050 0,0525 0,053 0,056 Fraktion von 80°’ vom 
1,000n 14,7 1,053 0,054 0,054 0,057 ee 
1,000n 14,15 1,049 0,052 0,052 0,055 
1,000n 16,2 1,058 0,054 0,053 0,056 
1500n 15,9 1,0575 0,054 0,054 0,057 
3,000n 15,4 (1,055 0,0535 0,053 0,056 
i | Nicht Korrigierter 
a t | — Wert von 1,5 (n,—7) 
vane tration ed | nb ert ho 1,5 (t, _ t,) nie or — Bemerkungenu 
es in mg t, | 15 (¢, a. e) - Ch : Cy, 
pro ecm Y . 
pro ccm | ( ¢. e 
0,300n 13,3 1,043 0,049 0,050 0,053 
0,500n, 16,6 1,063 0,057 0,056 0,059 
0,750n 16,5 1,065 0,059 0,058 0,061 
0,750n 14,9 1,0615 0,062 0,062 0,065 
1,000n 16,25 1,069 0,064 0,063 0.066 
1,000n 17,8 1,075 0,063 0,0615 0,065 
1,000n 17,9 1,075 0,063 0,0615 0,065 
1500n 19,2 1,089 0,070 0,068 0,071 Die Viskosita’t nimmt zu 
Wihrend der Auslanf- 
zeit; extrapoliert auf 
den Beginn der Pepti- 
sierung. 
2,.000n 16,7 {1,081 0.073 0.072 0,075 Dasselbe 
2,500n | 18,2 (1,102 0,084 0,082 0,085 
3,.000n 15.4 §(1.090 0,088 0.088 0,091 
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Pi wei Nicht Korrigierter 
ae —— ap geile Wert von 1,5 (n.—1 
rear ce || tration ; Se y: 158. =) : Bemerkungen 
NaCNS in mg 1,5 (t, t,) = ; Cn, 
pro cem CL fs Ct, 
0,200 n 8,6 1,028 0,049 0,052 0,055 Fraktion von 72/9 vo nt. 
0,300n 17,8 1,0655 0,055 0,054 0,057 ecvmamanuaiss 0. 
0,.400n 16,8 1,064 0,057 0,056 0,059 0s 
0,.500n 17,8 1,070 0,059 0,058 0,061 Bas 
0.600n 16.7 1,070 0,063 0,062 0,065 
1.000n 17,6 (1,099 0,077 0,076 0,079 
2. 000 n 16,7 1,111 0,100 0,099 0.102 Die Viskositét nimmt zu 
wihrend d, Auslaufzei: 
es wurde extrapolic 1. 
auf die Anfangszeit. 1.( 
1.¢ 
eT Nicht Korrigierter sf 
Konz. oar 7 ert von 15 (¢ / lg le Re oe ; 
yy tration 5 ( e, Bemerkungen 
ses in mg 1,5 (¢, —t,) Sasa ey 
pro ecm Ct Ct, ’ 
0.600n 6,0 1,019 0.0475 0,051 0,054 Fraktion von 41% des k 
peptisierten Eiweif. bi 
0,.700n 10,9 1,036 0,049 0,053 0,056 Fraktion von 64% des 
1.000n 15,7 1,058 0,056 0,056 0.059 peptisierten Kiweis. 
2000n 16,2 1,063 0,059 0,058 0,061 0.4 
3,000n 17,1 1,0685 0,059 0,057 0,060 ’ 
Eiweil- betenpe _ Korrigierter ) 
spond oe Wert von 1,5 (7,—n,) ¥; 
tration _ 15 (t PF SE aed Bemerkungen \"- 
in mg 5(t,~t) Ct Cn, ‘0 
pro cem : 1, 
et, : 12 
9 
1,00» 13,6 1,0465 90,0515 0,052 0,055 - 
ee Nicht Korrigierte1 
; a" : — Wert von 15 (n.—7 K 
Konz. | tration DN OCE ve) Bemerkungen Mg 
NazSO4 in mg 1,5 (¢, — f,) | - =< Cn " 
pro ccm Ct Ct, 
- 17 
0300n 4,96 1,0145 0,044 0,047 0,050 —-Fraktion von 349, bs 
peptisierten Eiweifi 1,0 
(weniger genau). 1.5 
0,400n 14,3 1,0485 0,951 0,051 0,054 Fraktion von 73 %o des 25 
0.500n 138.2 1,044 0.050 0,051 0,054 peptisierten Eiweif 
0,509n 14,8 1,050 0,051 0,051 0,054 itis 
0,500n 11,9 1,041 0,051 0,052 0,055 
0.600n 14,9 1,051 0,051 0,051 0,054 
0.610n 19,2 1,0675 0,9525 0,050 0,053 : 
0,820n 13,2 1,047 0,053 0,053 0,056 | 
1,000n 14,9 1,0525 0,053 0,053 0,956 
1,000n 14,2 1,050 0,053 0,053 0,056 
1,2380n 11.75 1,041 0,052 0.054 0,057 1.0 
1.370n 13.0 1.0455 0,0525 0.053 0.056 20 
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Eiweib- 
konzen- 
tration | 
in mg 

pro ecem 


0.500 n 

0.600n 1 
0.859n') 1 
\8d0n 1 


9,9 
5,3 
5 


7 


mmt 7 

jaufzeit 

rapolic 1.000 n 

szeit. 1.000 n 
1,650 n 


3480 n 


Nicht 
korrigierter 
Wert von 

1,5 (t, —t,) 

eee WS 
0,050 
0,054 
0,058 
0,060 


1,033 
1.055 
1,055 
1,063 


0,052 
0.054 
0,058 
0.960 


0,055 
0,057 
0.059 


0,055 
0,057 
0,060 


1,057 
1,058 
1,070 
1,030 


0,055 0,058 


Korrigierter 

Wert von 

1,5 (¢, —t,) | — 
‘ e 


1,5 (, n.) 
Cr 


e 


Bemerkungen 


0,055 
0,057 
0.061 
0,063 


Eine Wiederholung bei 
einer Konz. = 0,850 n 
mit einem neuen Sol gab 

’ 1,5(n, ",) 
den Wert 
C's 


0.060 
0,058 


0.060 
0.062 


Noch einmal  dasselbe 


wiederholt 
Geringe Peptisierung ; ver- 
0,061 mutlich schon  begin- 
| nende Aussalzung. 





Fiweib- 
konzen- 
tration 
in mg 
pro cem 


NONZ. 
Ba Cly 


0.450n 13,9 


0,500 n 


0,560 n 
0,750 n 
1.009 n 
1.250 n 
2 500 n 


12,4 


18,9 
14,8 
13,85 
15,0 
17,8 


Nicht 
korrigierter 
Wert von 

1,5 ( 2 t ) 
Ci 


Ct é 


1,5 (ft, 


1,054 0,058 0,058 


1,046 


1,072 
1,057 
1,054 
1,0615 
1.0805 


0.055 0,056 


0.057 
0,058 
0.0585 
0.0615 
0,068 


0,055 
0,058 
0.059 
0,061 
0,066 


Korrigierter 
Wert von 
¢.) 
e 


L5(7 r) 
le Ue 
Bemerkuangen 
Cr 


Geringe Fraktion (23° 9): 
die Viskosit&ét ist etwas 
abhingig von der Gribe 
der Fraktion. 

Fraktion von 64° 
peptisierten Eiweil 

Fraktion von 87%% 
peptisierten EKiweifs 


0,961 


des 


0.059 
0,058 des 
0,061 
0.062 
0.064 
0.069 





Eiweib- 
konzen- 
tration 
in mg 
pro eem 


Konz. 
MgSO, 


0,750n 16,5 
weils 1,000n' 17,9 
). 1500n) 14,8 
wei F .2560n 13,4 


Nicht 
korrigierter 
Wert von pl 
1b (t,—¢) | OMe 
“OF - ( ‘ 
1,062 
1,070 
1,059 
1,0575 


0,056 
0,0585 
0,060 
0,064 


0,056 
0,057 


0,060 
0.065 


Korrigierter 
Wert von 


1,5 (9, mn) 
" ‘6 
t.) 

Cr 


Bemerkungen 


0,059 
0,060 
0,063 
0.068 





EiweiB- 
konzen- 
tration 
in mg 
pro cem 


Konz. 
MgCl, 


1.000 n | 
2.000 n 


13,7 
14,4 


Nicht 
korrigierter 
Wert von 15 (t 
1,5(t,—t,)) <8 
C 
Ct, t 


1.053 
1.062 


0,059 
0.063 


0,060 
0.063 


Korrigierter 
Wert von 


1,5 (7, yn) 

tn le 
t,) Bemerkungen 
Cr 
"6 


0,063 
0.066 
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Bei héherer Salzkonzentration ist von den genannten Salzen alleiy 

Na,SO, imstande, bei neutraler Reaktion das Edestin auszusalzer, 
4 

dies beginnt bei 25°C bei einer Konzentration von etwa 1,60 n Na,SO,, 


worauf eine schnelle Ausflockung folgt (in der Abbildung durch ein 
Senkung der Viskosititslinie angegeben). Hierbei tritt namlich im 
allgemeinen eine Abnahme der Viskositit ein, die in diesem Falle wo)\| 
schon durch den flachen Verlauf der Viskositatslinie angekiindigt, aber 
in den Viskositaétsmessungen nicht sichtbar wurde, infolge des Um- 
standes, da die Linie hier nur eben iiber dem Niveau liegt, auf welehem 
die Ausflockung beginnt, wihrend Fraktionsunterschiede auch im Ans- 
salzungsgebiet den genauen Verlauf der Linie zu beeinfluBten scheinen 

Auch bei NaCl, LiCl und Li,SO, deutet der flache Verlauf de: 
Linien auf eine Tendenz zum Aussalzen, das jedoch bei den neutralen 
Salzen nicht mehr erreicht 
wurde (ausgenommen  viel- 
leicht bei Li, 8 Q,). 

Die anderen Linien zeigen 
bei héherer Salzkonzentration 
keine sinkende Tendenz. Woh! 
aber tritt beiNa J und NaCNS 
eine zunehmende Neigung zum 
Denaturieren der Sole auf, die 








0. Qf 2 GF 0% 05 06 Q7norm durch zunehmende Auslauf- 

ey zeiten des Viskosimeters mit 
der Zeit, zunehmender Opal- 
eszenz und schlieBlich Trii- 
bung dieser Sole gekennzeichnet ist. Die Auslaufzeiten muBten_hier- 
bei durch Extrapolation auf die Zeit der beginnenden Peptisierung 
zuriickgefiihrt werden, wodurch sie bei gréBerer Salzkonzentration 


Abb. 4. Ausflockung von neutralen Edestinsolen 
durch Wasserzugabe. 


etwas weniger genau werden. Aus diesem Grunde wurden diese 
Viskositétsmessungen bei NaCNS nicht weiter als bis zu einer Salz- 
konzentration von 2 n fortgesetzt; der Verlauf deutet aber nicht auf 
eine Neigung zum Aussalzen hin. 

Das verschiedene Verhalten der Sole mit den genannten neutralen 
Salzen tritt auch deutlich hervor in der graphischen Darstellung in 
Abb. 4, wo verschiedene Ausflockungslinien wiedergegeben sind (bei 
Wasserzusatz zu diesen Solen bei etwa 20° C). Hierbei wurden die Salz- 
konzentrationen bestimmt, bei denen das Sol bei Wasserzufiigung eben 
opaleszierend wurde, ebenso die Salzkonzentration, bei der das Eiweil 
vollig ausflockt und weiter einige Punkte bestimmt zwischen den 
beiden Endpunkten. Hierbei wurde auf eine bestimmte Salzkonzentration 
verdiinnt, nach etwa 60 Minuten zentrifugiert und der Eiweibgehalt des 
zentrifugierten Sols bestimmt. Der Prozentsatz des EiweiBes der pepti- 
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siert (nicht ausgeflockt) war, wurde in Abb. 4 gegen die Salzkonzentration 
aufgetragen; die beiden Endpunkte geben also das Peptisierungsgebiet 
der betreffenden Salzlésung an!. (Der EiweiBgehalt ist bei nicht zu 
konzentrierten Edestinsolen von geringem EinfluB; dieser Faktor 
wurde bei diesen Bestimmungen mit nur vergleichendem Wert ver- 
nachlassigt.) 

Die Umbiegung in der Kurve fiir NaJ hangt wahrscheinlich mit 
einem Denaturierungseffekt zusammen, wodurch die Ausflockung nach 
héherer Salzkonzentration verschoben wird. 

Die Reihenfolge der Salze und auch der Verlauf der Viskositats- 
linien 14Bt erkennen, daB& bei der Peptisierung des Edestins durch die 
hier untersuchten Salze die Valenz der Ionen als solche nicht von hervor- 
ragender Bedeutung ist®, daB jedoch ein ausgesprochen lyotroper 
Kffekt auftritt, sehr ausgepragt bei den Anionen (vgl. Na,SO,, NaCl, 
NaJ und NaCNS§), weniger stark bei den Kationen (vgl. KCl, NaCl 
und LiCl; Na,SO, und Li,SO,; BaCl, und Mg Cl,). 

Bei derart hohen Salzkonzentrationen, wie sie fiir Peptisierung des 
Edestins durch Salze mit ein- oder zweiwertige Ionen erforderlich sind, war 
wohl zu erwarten, da Ladungseinfliisse keine oder geringe Bedeutung 
haben wiirden; es war denn auch bei Viskositatsmessungen mit Solen, die 
mit NaCl peptisiert waren, bei Hinzufiigung von 10 Milliiquivalenten Na, SO, 
K,Fe(CN)s, BaCl, oder Luteo-Kobaltchlorid, kein elektroviskoser Effekt 
nachweisbar, auch nicht bei niedrigerer Salzkonzentration (Fraktion des 
Edestins, peptisiert mit 0,55 n NaCl)?. 

Zwar tritt durch Hinzufiigung von zwei- oder dreiwertigen Kationen in 
geringer Konzentration eine Verschiebung der Triibungsgrenze bei Wasser- 
zusatz nach héherer Salzkonzentration ein. Diese Erscheinung deutet darauf, 
daB in obengenannten Fallen auch die Viskositaét wahrscheinlich etwas 
abnimmt (wenn sich dieser Effekt denn auch als zu klein erwies, um experi- 
mentell zutage zu treten). Wir werden noch auf diese Erscheinung zuriick- 
kommen. 

V. Einflu8 des Siuregrades 
bei der Peptisierung von Edestin dureh Salzlésungen. 


is hatte sich bereits gezeigt, daB geringe pu-Unterschiede, wie 


diese bei den mit verschiedenen neutralen Salzen peptisierten Solen 


1 Das Peptisierungsgebiet bezieht sich auch hier nur auf die isolierte 
Fraktion des Edestins (s. 8. 358). — ? Allerdings wird Edestin durch 
K,Fe(CN), und auch durch Luteokobaltchloride bei niedriger Salzkonzen- 
tration peptisiert. Bei K,Fe(CN), war der Anfangspunkt des Peptisations- 
bereichs zwischen 170 und 270 Milliaquivalente pro Liter; bei Luteokobalt- 
chlorid zwischen 280 und 380 Milliiquivalente pro Liter (bei etwa 20°C). 

8 Durch den groBen Wert der spezifischen Leitfahigkeit kann zwar 
der elektroviskose Effekt auch nur sehr gering sein infolge der bekannten 
Formel von Einstein-Smoluchowski : 

(ED 
Ga) | 
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konstatiert wurden, in der gemessenen Viskositat nicht zum Ausdru 
gelangten. 

In den meisten Fallen war das px wahrscheinlich ein wenig holy 
als der isoelektrische Punkt (siehe unter IIId, S. 360)., und obwohl es 
nicht gleich deutlich ist, inwieweit die Lage desselben auf diese k) 
scheinungen EinfluB hat, war es noch von Wichtigkeit, zu wissen, wi 


die Peptisierung bei niedrigerem pu verlauft. 


Bei verschiedenen Solen boten die Viskositatsmessungen bei saur 
Reaktion groBe Schwierigkeiten durch die hierbei auftretenden Denatu 
rierungserscheinungen. Bei anderen Solen dagegen lassen sich gute Messunge: 
ausfiihren, falls man nicht unter ein pq von etwa 5,0 heruntergeht (sieh: 
unter IIle, 8S. 359). 

Bei den hierfiir geeigneten Solen wurden nur wenige Messungen voi 
genommen, weil es fiir ausreichend gehalten wurde, einen allgemeinen 
Eindruck von dem Verlauf der Viskositatslinien bei niedrigerem py zu er 
langen und hierfiir wegen der geringen Abweichungen, die konstatiert 
wurden, vollstandige Serien nicht nétig waren. Es folgen hier einige Resultate 
bei niedrigerem py, wobei in der zweiten Spalte zu besserem Vergleich: 

1,5 (t, — t,) 
die entsprechenden Werte von — "y *— bei Solen mit neut~alen Salz- 
e 
l6sungen (pq = etwa 7,2) angegeben sind. 





Pu=5, y PH = etwa 5B | 


1,5 (t, —t,) 
Ct, 

1,5 (t, —t,) 
Ct, 


Bei Li, SO, 1,70 n 0,0575 0,059 


» LigSO, 0,85 n 0,056 0,058 





PH = 5,0 P= etwa 7,2 

4,5 (t, — t,) 
Ct, 

1,5 (t, — t,) 
Ct, 


Bei LiCl 2n 0,057 0,058 


NaCl] 2n 0,053 0,053 


” 


Bei Solen, die mit 2n NaCNS und 2n NaJ peptisiert waren, lieBen 
sich bei einer derart stark sauren Reaktion Messungen infolge der schnellen 
Denaturierung nicht erméglichen, und einige Messungen bei weniger stark 
saurer Reaktion, wobei jedoch noch ein ziemlich starker Gang in der Aus 
laufzeit des Viskosimeters auftrat, ergaben ziemlich unregelmaBige Resultate 
Die gemessenen Auslaufzeiten bei einem py von etwa 6,3 waren nach Extra 
polation auf die Anfangszeit gréBer als bei schwach alkalischen Solen; 
jedoch waren Andeutungen dafiir vorhanden, daB bei diesen schnell opali 
sierenden Systemen das Poisewillesche Gesetz nicht mehr gilt, und es ist 
zweifelhaft, ob aus diesen Messungen Folgerungen gezogen werden diirfen 
Diese wurden daher eliminiert. 
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Auch mit BaCl, konnten bei etwas stark saurer Reaktion keine Viskosi- 


tTsmessungen vorgenommen werden. 3 
Soweit zuverlassige Messungen méglich waren, sieht man also, da} 

bei niedrigerem px die Viskosititslinien etwas flacher verlaufen. 
Ein deutlicherer Unterschied tritt aber beim Bestimmen von Aus- 
flockungslinien durch Wasserzusatz auf; der Peptisationsbereich ver- 
schiebt sich bei niedrigerem pu nach héherer Salzkonzentration (siehe 


Abb. 5). Die Bestimmung des Peptisationsgebietes geschah auf dieselbe 


Weise wie bereits angegeben wurde. Ausgegangen wurde von Solen, 
die 1,5°, Eiweif enthielten; es wurde hier ein anderes Praparat benutzt, 
dessen Peptisations- 


gebiet von demjenigen “@ 


2 
® SF 
Ss 


des Standardpraparats 
einigermaBen abwich. 


g 


Gleichzeitig wird 
das <Aussalzen durch 


Peptis. Edestin 
a 


ein niedrigeres pu be- 
giinstigt, die sinkende 
Tendenz derViskositats- 
linien bei  neutralen C6 0 2 Ww 6 B 
a ad ze Konzentration Nace 
Na Cl- Lésungen — und 


: M3 Abb. 5. Einflu8 vom py auf die Ausflockung von Edestin- 
auch bei Li, SO,-. und solen (mit NaCl) durch Wasserhinzufiigung. 


bei LiCl-Lésungen bei 

hoher Salzkonzentration hat sich nun weiter ausgepragt und das Aus- 
salzen kann jetzt bei geniigend saurer Reaktion und hoher Salz- 
konzentration stattfinden!. Bei weiter zunehmendem Sauregrad nahern 
sich Peptisationsbereich und Aussalzungsbereich einander, so dab 
schlieBlich nur noch eine Fraktion des Edestins peptisiert wird, die 
bei niedrigerem px immer mehr an GréBe abnimmt?. 


Dagegen nimmt bei geringer Salzkonzentration das Gebiet, tiber 
welches die speziell ,,sauren‘ Edestinsole (Edestin, peptisiert mit 
verdiinnten Sauren) bestandig sind, mit dem Sauregrad zu. Diese Faille 
bleiben vorlaufig auBer Betrachtung?. Unterhalb einem pu von 4.0 
sind diese Sole iibrigens zwar ziemlich stabil, doch ist dann alles EiweiB 
in denaturiertem Zustande vorhanden (siehe unter IIIc, S. 359). 


' Auch Sole mit NaJ-Lésungen oder NaCNS-Lésungen flocken bei 
geniigend saurer Reaktion und geniigend hoher Salzkonzentration aus. 
Die Erscheinung ist aber nicht umkehrbar; und der ProzeB ist hierbei 
prinzipiell verschieden (siehe unter II1c). — * Ein iibersichtliches Bild von 
der Stabilitét all dieser Sole mit NaCl-Lésungen in bezug auf py und Salz- 
konzentration werden wir spater geben. 
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Auch bei den vorhergehenden Versuchen mit Edestinsolen be; 
groéBerer NaCl-Konzentration in einem ziemlich stark sauren Medium 
muBte die Méglichkeit beriicksichtigt werden, daB das EiweiB schon te!- 
weise denaturiert sein kénnte und bereits dadurch eine Verschiebung des 
Peptisationsbereiches nach héherer Salzkonzentration stattfindet (siehe 
unter IIIc, 8S. 359), wie dies z. B. bei sauren Edestinsolen, die mit 
NaCNS peptisiert sind, in der Tat der Fall ist. Die Ausflockungslinien 
von Abb. 4 bei sauren, mit NaCl-Lésungen peptisierten Solen waren 
jedoch nicht durch einen solchen Denaturierungseffekt verursacht oder 
beeinfluBt worden. Nach Neutralisierung war der Beginn der Aus- 
flockung durch Wasserhinzugabe bei diesen Solen — wenigstens bei 
einem pu von 5,5 — praktisch nicht verandert. Nach zweistiindigem 
Stehen dieses sauren Sols ging nach Neutralisierung der eigentlichen 
Ausflockung bei der bestimmten Salzkonzentration nur eine sehr 
geringe Opaleszenz voran, die zwar auf eine eben beginnende De- 
naturierung hindeutet, aber erst nach 6 Stunden hatte sich der 
Anfangspunkt der Ausflockung um etwa 200 Milliiquivalente NaC! 
verschoben. 


Aus diesen Beobachtungen bei saurer Reaktion lassen sich einige 
Schliisse ziehen, die in Zusammenhang mit diesem Gegenstand von 
Bedeutung sind. 


1. Die Peptisierbarkeit des Edestins durch konzentrierte Salz- 
lésungen nimmt im sauren Medium ab, auch unterhalb des _ iso- 
elektrischen Punktes. Die Peptisierbarkeit durch Salzlésungen hat also 
nicht ein Minimum im _ isoelektrischen Punkt, und Bestimmungen 
des isoelektrischen Punktes, die auf der minimalen_ ,,Léslichkeit” 
von Edestin durch konzentrierte Salzlésungen basiert sind, sind also 
unrichtig (siehe unter IIId, 8S. 361)?. 


Man kénnte die Frage stellen, ob das Peptisieren von Edestin 
méglicherweise nicht auf der Aufhebung eines Komplexkoazervats 
beruhen kénnte. 


Bungenberg de Jong und Dekker? hatten nachgewiesen, daB durch 
einen Ladungsgegensatz zweier gleichzeitig anwesender lyophiler 
Kolloide eine gegenseitige Desolvatation hervorgerufen wird, wodurcl 
die verschiedenen Teilchen sich zu einem Komplexkoazervat zusammen- 
fiigen kénnen. 


1 Die Unrichtigkeit von dergleichen Bestimmungen zeigt sich noch besser 
aus dem Stabilitaétsschema der Edestinsole (siehe die Fortsetzung diese: 
Arbeit). — * H.G. Bungenberg de Jong u. W. A. L. Dekker, diese Zeitschi 
212, 318, 1929. 
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Sie nehmen aus guten Griinden an, dab im Komplexkoazervat die 
beiden Solkomponenten ihre Ladung nicht zerstéren, sondern dab die 
feilchen ihre entgegengesetzte Ladung darin behalten haben: wenn 
die Ladungen durch hinzugefiigte Neutralsalze geniigend herabgesetzt 
werden, geht der zur Koazervation ausreichende elektrische Gegen- 
satz verloren und die Teilchen geben einander wieder frei. 

Prof. Kruyt} hatte in einem Vortrag vor dem Nieder]. Chem. Verein 
(Dezember 1930) auf die Méglichkeit hingewiesen, daB der ProzeB der 
Peptisierung von Globulinen durch Neutralsalze im allgemeinen vielleicht 
als die Aufhebung eines Komplexkoazervats erklirt werden kénnte, und 
wir beabsichtigten, durch unsere Untersuchungen auch auf diese Frage 
eine Antwort zu geben, soweit sie die Peptisierung von Edestin durch 
Neutralsalze betrifft. 

Zur Bildung eines Komplexkoazervats (im engeren Sinne; siehe 
weiter unten), sind zwar zwei oder mehr Arten kolloider Teilchen nétig, 
doch ware es méglich, daB der Stoff ,,Edestin‘‘ auBer EiweiB noch eine 
andere Komponente enthalten kénnte, oder er kénnte auch aus einem 
Komplexkoazervat von verschiedenen EiweiBarten mit abweichenden 
isoelektrischen Punkten bestehen. 

Wir haben schon darauf hingewiesen, daB Edestin wahrscheinlich 
kein einheitlicher Stoff ist (siehe unter IIIa); der hohe N-Gehalt macht 
es aber sehr unwahrscheinlich, daB auBer Eiwei8 noch eine andere 
Komponente fiir die Bildung eines Komplexkoazervats (in der oben- 
genannten Bedeutung) in Betracht kommt. Auch wurde nicht der 
Eindruck erhalten, daB die verschiedenen Fraktionen sehr abweichende 
isoelektrische Punkte haben (siehe unter IIId). SchlieBlich stehen die 
Wahrnehmungen iiber die Verschiebung des Peptisationsbereiches bei 
saurer Reaktion zu der obengenannten Annahme in Widerspruch. 

Das Edestin wurde namlich durch verdiinnte Salzsiure peptisiert 
bei einem px — etwa 5,2, durch eine verdiinnte NaOH-Lésung bei 
einem pu=etwa 8,2. Bei der Aufhebung eines Komplexkoazervats 
mit diesen Eigenschaften durch hinzugefiigte Elektrolyte wiirde die 
hierfiir benétigte Salzmenge nach beiden Seiten zwischen diesen beiden 
Grenzen abnehmen miissen. Man sieht dagegen, daB die erforderliche 
Salzkonzentration zwar nach der alkalischen Seite abnimmt, doch nach 
der sauren Seite immer steigt. Es wurde ebenfalls nachgewiesen, dab 
die Verschiebung des Peptisationsbereiches nach héherer Salzkonzentra- 
tion bei saurer Reaktion nicht durch einen Denaturierungseffekt ver- 
ursacht oder beeinfluBt war (siehe 8. 376). Die Auffassung des Pepti- 
sierens von Edestin durch Neutralsalze als die Aufhebung eines Komplex- 


1 Siehe G.C. Heringa u. H. R. Kruyt, Chem. Weekbl. 28, 148, 1931. 
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koazervats (im engeren Sinne; siehe weiter unten) ist also mit den beo! 
achteten Tatsachen nicht vereinbar!, 

Es mége hier noch darauf hingewiesen werden, daB Bungenber,; 
de Jong und Lens* weiter nachgewiesen haben, daB eine Dehydratatio, 
auch durch Ladungsgegensatz an einer Art von Kolloidteilche 
eintreten kann, der in bestimmten Fallen durch angeheftete adsorbiert: 
entgegengesetzt geladene lonen hervorgerufen werden konnte. Si 
nannten diese Erscheinung Autokomplexkoazervation, zum Unterschied 
von der obengenannten Komplexkoazervation im engeren Sinne, ai 
deren Bau zwei oder mehr Arten kolloider Teilchen teilnehmen. Di 
Komplexkoazervation (im erweiterten Sinne), wozu die beiden hie: 
genannten Typen der Koazervation gehéren (wobei der Mechanismus 
im Prinzip derselbe ist, da in beiden Fallen die Desolvatation durch 
einen kapillar-elektrischen Gegensatz erst erzwungen wird), stellten sic 
der einfachen Koazervation gegeniiber, wobei der Mechanismus nur aus 
Desolvatation besteht (gegebenenfalls bei gleichzeitiger Beseitigung eine: 
kapillarelektrischen Ladung). 

Die obengenannten Untersucher haben in derselben Abhandlung 
darauf hingewiesen, daB ein Ladungsgegensatz an demselben Teilchen 
nicht allein durch Anheftung von entgegengesetzt geladenen (poly- 
valenten) Ionen an den urspriinglich ionogenen Stellen zustandekommen 


kann, sondern auch durch Anlagerung von H-Ionen an NH,-Gruppen, 
und daB diese Erscheinung vielleicht von Bedeutung ist fiir die Neutral- 
salzléslichkeit der Globuline. 


Bestimmte Erscheinungen bei Edestinsolen lassen sich unseres Er- 
achtens vielleicht gut durch die Auffassung des Edestins als Autokomplex- 
koazervat erklaren. Wir bekamen jedoch nicht den Eindruck, dab 
bei der Peptisierung von Edestin durch Salzlésungen im allgemeinen 
Ladungseffekte an erster Stelle von Wichtigkeit sind (siehe 8. 373). 

Bei Koazervaten, die durch Wasserzusatz zu Edestinsolen aus- 
geschieden wurden (erhalten durch Peptisierung von Edestin durch 
NaCl-Lésungen), konnten mit der von Bungenberg de Jong und Dekker 
angegebenen Versuchstechnik im Gleichstromfelde fiir schwebende 
Koazervattrépfchen® keine Kataphorese- und keine Desintegrations- 
erscheinungen wahrgenommen werden. Diese Versuche wurden an- 
gestellt mit ziemlich konzentrierten, direkt aus Hanfmehl bereiteten 
Edestinsolen, bei denen die zverst ausgeschiedenen ziemlich diinnfliissigen 


' Es ist ungeachtet dieser Folgerung sehr gut mdéglich, da das Edestin 
im Hanfsamen als Komplexkoazervat anwesend ware. Wir haben aber 
keine Anhaltspunkte hierfiir bekommen. — * H. G. Bungenberg de Jong 
u. J. Lens, diese Zeitschr. 2385, 185, 1931. 8 H.G. Bungenberg de Jong 
u. W.A.L. Dekker, ebenda 221, 404, 1930. 
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\\oazervattrépfchen untersucht wurden. Die NaCl-Konzentration 
hierbei betrug etwa 1,7 n NaCl, wodurch nur eine sehr kurze Beob- 
achtungszeit méglich war. Man kann zwar bei niedrigerer Salzkonzentra- 
tion arbeiten, doch die Koazervate der hierbei ausgeschiedenen Frak- 
tionen sind wenig diinnfliissig und fiir diese Untersuchungen wenig 
geeignet. Zugleich stellten wir noch einige Versuche mit einer gewohn- 
lichen mikroskopischen Kiivette an, in welcher wir zwei Heber mit 
KCl-gesattigtem Agar eingetaucht hatten, an deren anderem Ende die 
Klektroden angebracht waren. Hierdurch wurden Beobachtungen 
wihrend etwas langerer Zeit erméglicht, doch der Spannungsabfall im 
MeBraum wurde hierdurch vielleicht zu stark reduziert, um eventuell 


sehr geringe Ladungseffekte, wie sie hier doch nur méglich sind, mit 
Sicherheit zu konstatieren. Durch diese negativen Resultate wird also 
die Méglichkeit, daB geringe Ladungseffekte bei der Peptisierung von 
Edestin durch Salzlésungen mit von EinfluB sind, nicht ausgeschlossen. 


Wir werden spater hierauf zuriickkommen, nachdem wir erst unsere 
weiteren Untersuchungen nach der Art der hier studierten Erscheinungen 
mitgeteilt haben, die wir in erster Linie aus der direkt solvatisierenden 
Wirkung dieser Salze zu erklaren suchten. 


Zusammenfassung. 

1. Es wurde nachgewiesen, daB das Ausflocken von Edestin durch 
Wasserhinzugabe aus LEdestinsolen, die durch Peptisierung von 
Edestin mit Salzlésungen erhalten wurden, als eine Entmischung be- 
trachtet werden kann. Diese Erscheinung (Koazervation) kommt 
ziemlich allgemein als Ubergangszustand beim Ausflocken lyophiler 
Kolloide vor, und weist jedenfalls darauf hin, daB auch die Peptisierung 
von Edestin durch Salzlésungen ein kolloidchemischer Proze8 ist. 

2. Eine orientierende Untersuchung wurde nach einigen anderen, 
mit der vorgenannten Untersuchung zusammenhangenden Eigen- 
schaften des Edestins (Denaturierung, isoelektrischer Punkt, EinfluB 
neutraler Salze auf die Aziditat der Edestinsole) angestellt. 

3. Es wurde der Einflu8 der Eiwei8konzentration auf die Viskositat 
von Edestinsolen verfolgt. 

4. An Hand von Viskositaétsmessungen wurde nachgewiesen, dab 
bei der Peptisierung von Edestin durch Salzl6sungen mit ein- und zwei- 
wertigen lonen lyotrope Einfliisse der lonen speziell bei den Anionen sehr 
deutlich zum Ausdruck kommen und dafB die Valenz der Lonen hierbei 
keine hervorragende Bedeutung hat. Zu denselben Schliissen fiihrt die 
Lage der Peptisationsbereiche der verschiedenen Salze. 

5. SchlieBlich wurde der Einflu®B der Aziditét auf die Viskositat 
und auf das Peptisationsgebiet von Edestin durch Salzlésungen unter- 
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sucht. Relativ geringe Unterschiede, wie diese durch den verschiedency 
EinfluB der neutralen Salze auf das pu dieser Sole verursacht werde), 
sind — wie sich herausstellte — nahezu ohne EinfluB auf die Viskosita: 
diese nimmt iibrigens bei zanehmendem Sauregrad bei den untersuchtey 
Solen nur sehr wenig ab, wahrend das Peptisationsgebiet sich indesse) 
nach bedeutend héherer Salzkonzentration verschiebt. 


6. Die Peptisierbarkeit von Edestin durch Salzlésungen erreiclit 
nicht ihr Minimum im isoelektrischen Punkt, so daB die in der Literatur 
auf Grund dieser Auffassung des isoelektrischen Punktes von Edestin 
angegebenen Punkte unrichtig sind. 


7. Die Peptisierung von Edestin durch neutrale Salzlésungen abt 
sich nicht erklaren als die Aufhebung eines Komplexkoazervats (im 
engeren Sinne). 
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Vakatsauerstoff und Oxydationsquotient im Serum. 


Il. Mitteilung!?: 
Abhingigkeit von der Ernihrung. 


Von 
W. Roman *. 


(Aus dem biologisch-chemischen Laboratorium der II. Universitatsfrauen- 
klinik ,,Louros‘*, Athen.) 


(Eingegangen am 2. Juni 1935.) 


Bevor ein neuer Faktor, wie der Vakatsauerstoff des Serums, unter 
verschiedenen natiirlichen und experimentellen Bedingungen untersucht 
werden kann, muB zunachst seine GréBe beim normalen, gesunden 
Tier und die Abhangigkeit dieser GréBe von der Ernahrung klargestellt 
werden. Diese Feststellung ist der Zweck der vorliegenden Mitteilung. 
Dariiber hinaus ergaben sich bei dieser Untersuchung noch inter- 
essante Aufschliisse itiber Beziehungen zwischen Respirationsquotient 
und Vakatsauerstoff bzw. Oxydationsquotient des Serums, worauf 
wir noch naher eingehen werden. 

Die Untersuchungen wurden an Kaninchen angestellt, wobei wir dem 
Zweck der Arbeit entsprechend Tiere verschiedenen Alters und Geschlechts 
benutzten, die wahrend der ganzen Zeit mit einer Standardnahrung von 
grinen Salatblattern gefiittert wurden. Das zur Untersuchung bestimmte 
Blut — in jedem Falle etwa 12 cem — wurde den Tieren mit einer Spritze 
durch Herzpunktion entnommen, und das Serum nach der in der I. Mit- 
teilung (1) beschriebenen Methode weiter behandelt. Im Filtrat des ent- 
eiweiBten Serums wurde neben dem Vakatsauerstoff natiirlich der Cl’- 
Gehalt, sowie der Stickstoff nach Kjeldahl und, bei einem Teil der Versuche, 
auBerdem der Blutzucker nach Rona-Michaelis bestimmt. 

Der Normalwert des Vakatsauerstoffs und Oxydationsquotienten sowie 
der Einflu8 des Hungerns wurde an neun Tieren bestimmt. AuSerdem 
wurde der Einflu8 der drei hauptsichlichen Nahrstoffe: Kohlenhydrate, 
EiweiB und Fett bei fiinf Tieren untersucht. Kohlenhydrate wurden in 
Form einer 50°%igen Lésung von Glucose (puriss. Merck) gegeben. Als 
EiweiB wurde Witte-Pepton benutzt, von dem eine 20° ige Lésung durch 
Aufkochen in Wasser hergestellt wurde. Als Fett kam reines Olivenél zur 
Anwendung. Die Tiere erhielten niichtern durch eine Schlundsonde 40 cem 
der Glucoselésung (= 20 g Glucose) bzw. 40 cem der Peptonlésung (= 8 g 
Pepton) bzw. 20 cem Olivenél. Das Blut zur Untersuchung wurde 1 Stunde 
nach der Glucosegabe bzw. 1'/, Stunden nach der Peptongabe bzw. 2 Stunden 
nach der Olgabe entnommen. Nach jedem derartigen Versuch hatte das Tier 
etwa 8 Tage Ruhe. Nach Schlu® der ganzen Versuchsreihe wurde bei jedem 
dieser Tiere noch einmal der Normalwert bestimmt. 


1 Diese Zeitschr. 276, 57, 1935. 
* Fraulein M. Jacoby, der technischen Assistentin des Laboratoriums, 
danke ich fiir die Mitarbeit bei Ausfiihrung der Versuche. 
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Erythrocytenzahlungen vor und nach Zufuhr der verschiedenen Fliissi; 
keitsmengen zeigten keine Unterschiede, so daB die gefundenen Differenz 
nicht einer Anderung der Blutkonsistenz zuzuschreiben sind. 


Ergebnisse bei normalen Tieren und Einflu8 des Hungerns. 

Die bei den 9 Versuchstieren erhaltenen Einzelwerte des Vakat 
sauerstoffs und des Rest-N in mg-°, des Serums, sowie des Oxydation 
quotienten (Vakatsauerstoff : Rest-N) sind in Tabelle I fiir die norma! 
ernahrten Tiere und die gleichen Tiere nach 24stiindigem Hungern zu 
sammengestellt. Wie aus Tabelle I ersichtlich ist, sechwankt der Vakat 
sauerstoff des normal ernahrten Tieres zwischen 324 und 523 mg-' 
und betragt im Mittel 402,9 mg-%. 


Tabelle I. Normalwert und Einflu8 des Hungerns. 





Ka- Vakatsauerstoff in mg-9/, Rest-N in mg-°/o Oxydationsquotient O:N 
ninechen 5 


*h Differenz normal nach Differenz 


na 
Hunger Hunger 


Differenz | normal 


nace 
normal h 
Nr. Hunger 


404,0 363,00 — 41,0 35,84 40,22 + 438 11,27 9,77 
352,9 | 338.3 — 14,6 3248 38,64 + 6,16 10,87 876 
324.2 | 322.4 | - 18 4256 25,76 ---16,18 7,62 12,52 
411.9 2013 210.6 34,16 13,44 — 20,72 12,06 9,45 
382,9 | 285.9’ — 97,0 31,386 25.76 — 5,60 12,21 11,10 
382,5 | 335,22 — 47,3 29,12 38248 + 3,36 18,13 10,32 
40 461,0 | 219.7 241,3 31,36 11,20 '—- 20.16 14,70 19,62 
32 523.0 | 271.8 251.2 36,96 3416 — 2.80 14,15 8,06 
94 384,2 | 317,2 |— 67,0' 33,60 41,43 + 7,83 11,43 7,66 


Mittel: , 402,9 | 294.9 — 108.0 34,16 29,23 — 4,93 11,93 10,80 


Wenn auch die individuellen Schwankungen recht erheblich sind, 
wie das ja bei Untersuchung von Tieren verschiedenen Alters und 
Geschlechts zu erwarten war, so sind doch die beim Hunger — und 
auch spater bei Zucker-, EKiweiB- und Fettgabe — gefundenen Diffe- 
renzen als real anzusehen, besonders, da bei jedem einzelnen Tier det 
Vakatsauerstoff bei gleicher Ernéhrung ziemlich konstant bleibt. Dies 
ergibt sich daraus, daB bei den Tieren, mit denen die ganze Versuchs- 
reihe durchgefiihrt wurde, auch nach AbschluB der ganzen Versuchs- 
reihe annéhernd die gleichen Werte nach etwa 8tagiger Ernahrung 
mit Griimfutter gefunden wurden, wie etwa 5 Monate vorher. Die 
erneut bestimmten Werte wichen von den zuerst gefundenen nur um 
1 bis 12% ab. 

Beim Hungern fallt der Vakatsauerstoff bei simtlichen untersuchten 
Tieren, und zwar im Mittel um etwa 25%. Der Rest-N steigt merk 
wirdigerweise in vier Fallen, bei den iibrigen fiinf Fallen nimmt e1 
jedoch ab. Die Abnahme des Rest-N betragt im Mittel saimtliche 
untersuchten Tiere etwa 13°. Da der Vakatsauerstoff im Mittel starke: 
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fallt als der Rest-N, so nimmt der Oxydationsquotient beim Hungern 
yieichfalls etwas ab, und zwar im Mittel um etwa 10°. Dies ist mit 
der bekannten Tatsache in Ubereinstimmung, daB beim Hungern 
zunachst die N-freien Substanzen, also wohl in erster Linie die Kohlen- 
hvdrate zur Deckung des Energieverbrauches des Kérpers herangezogen 


akat 


werden. 
ion - 
Einflu8 von Kohlenhydratgaben. 
rma 
en Die eine Stunde nach Eingabe von 20 g Glucose bei den fiinf Ver- 


suchstieren im Serum erhaltenen Einzelwerte des Vakatsauerstoffs, 
des Rest-N in mg-% des Serums, sowie des Oxydationsquotienten 
sind in Tabelle II zusammengestellt. 


Tabelle II. 





Ka- Vakatsauerstoff in mg-° Rest-N in mg-° Oxydationsquotient 0: N 
ninchen : : 


nach nach 


nach ‘ 
y ) rena nmi s ) ‘re 
Zucker Differenz normal ya. Differenz 


> rmé a lifferenz rmé 
Nr. normal Sacker Differenz normal 


38 352,9 649,7 + 2968 32,48 21,28 — 11,20 10,87 38,44 + 27,57 
39 824,2 545.9 + 221,7 42,56 22,96 —19,60 7,62 23,78 + 16,16 
40) 461,0 448.7 — 12,3 31,86 22,26 — 915 14,70 20,71 + 6,01 
32 523,0 732,9 + 209,9 36,96 40,32 + 3,386 1415 1818 + 4,03 
94 384,2 4261 + 41,9 33,60 32,16 — 1,44 1143 13,25 +4 1,82 
4. 


Mittel: 409.1 560.7 | + 151,6 35,39 27,79 7,59 11,75 | 22,87 11,12 


Der Vakatsauerstoff steigt, wie aus Tabelle II hervorgeht, nach 
Zuckergabe erheblich an; der Rest-N fallt. Hierdurch erscheint der 
Oxydationsquotient erheblich erhéht, da ja in erheblicher Menge N-freie 


sind. Substanzen dem Serum zugefiihrt worden sind. Auferdem wurde 
und bei drei Versuchstieren auch der Blutzucker vor und nach der Zucker- 
und gabe bestimmt. Aus der gefundenen Zuckermenge wurden die dieser 

iffe- Menge entsprechenden Vakatsauerstoffwerte in mg-°%, des Serums 
- der berechnet. Man findet den Vakatsauerstoff, indem man in der Summen- 
Dies formel der betreffenden Verbindung die Anzahl der darin vorkommenden 
ichs- Atome jedes Elements mit seiner Wertigkeit multipliziert und die erhal- 
chs- tenen Zahlen addiert, wobeiC, Hund 8 positiv, N und O negativ eingesetzt 
rung werden. Die erhaltene Summe wird, entsprechend der Wertigkeit des 
Die Sauerstoffs durch 2 dividiert, wodurch die einem Mol entsprechende Menge 

um Vakatsauerstoff in g O, erhalten werden. Auf diese Weise ergibt sich fiir 

ein Mol = 180,1 g Glucose die entsprechende Vakatsauerstoffmenge zu 

hten 24 g Sauerstoff. Die auf diesem Wege fiir die gefundenen Zuckermenge 


erk des Serums berechneten entsprechenden Vakatsauerstoffwerte, die 
t er neben den Zuckerwerten in Tabelle III angegeben sind, wurden von 
che den Werten fiir den Gesamt-Vakatsauerstoff des Serums abgezogen 
rke1 und auf diese Weise die Menge des Vakatsauerstoffs berechnet, die 
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Kaninchen 


Vakatsauerstoff 


Differenz 


normal 


Ditferenz 


( 
normal Zac will 


Differenz normal Paps h vifferenz 
Waakaw Ditferenz 


nach 


Zucker 


normal 
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+ 174,88 


404,99 


431,68 
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den nicht reduzierenden Substanzen en 

spricht. Die erhaltenen Einzelwerte und di 
daraus gezogenen Mittel sind in Tabelle I! 
zusammengestellt. 

Aus den Werten der Tabelle IIT gel 
hervor, daB der Vakatsauerstoff nach Zucke: 
gabe stirker ansteigt, als der sich nac! 
Zuckergabe im Blut findenden Zuckermenge 
entspricht. Es treten also im Serum nach 
Zuckergabe noch andere, nicht reduzierend: 
N-freie Substanzen auf, die wahrscheinlic|; 
durch Abbau des Zuckers entstehen. 


Einflu8 von Eiwei8gaben. 

Die 1'/, Stunden nach Eingabe von 
8g Pepton bei den fiinf Versuchstieren im 
Serum erhaltenen Einzelwerte des Vakat- 
sauerstoffs und des Rest-N in mg-% des 
Serums, sowie des Oxydationsquotienten sind 
in Tabelle IV zusammengestellt. 

Nach der Peptongabe steigt der Vakat- 
sauerstoff in noch starkerem Mafe an, als 
nach Zuckergabe. Da jedoch in diesem Falle 
dem Serum N-reiche Verbindungen zugefiihrt 
werden, steigt auch der Stickstoff erheblich 
an, so daB der Oxydationsquotient gleich 
bleibt. Aber dieser ,,Oxydationsquotient” 
stellt eigentlich kein richtiges MaB fiir dic 
Oxydation dar, die Bezeichnung ist dahe1 
etwas ungliicklich von Bickel (2) gewahlt, 
wurde aber, da sich diese Bezeichnung fiir 
das Verhaltnis Vakatsauerstoff : Rest-N nun 
einmal eingebiirgert hat, beibehalten. Das 
direkte MaB stellt ja der Vakatsauerstoff 
dar, der direkt die Menge der oxydablen Sub- 
stanzen angibt. Der Vakatsauerstoff ist nach 
Peptongabe starker erhéht, da hier ja 
sauerstoffarmere Substanzen dem Organis- 
mus zugefiihrt werden, als beim Zucker, wo 
dies nicht der Fall ist. Das Verhalten des 
Vakatsauerstoffs bei Zucker und Pepton 
gabe ist also dem des Respirationsquotienten 


analog. 
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Tabelle IV. Einflu®B des Peptons. 





Ka- Vakatsauerstoff in mg-9/9 Rest-N in mg-°/, Oxydationsquotient O: N 


nineng) (Qe eee ES ie 2 


Nr. normal 


nach nach - 
) > Z ‘ ) -renz 
Differenz normal Pepton Differenz 


-epton 


nach 


Pepton Differenz normal I 


38 | 334,8 377,5 + 42,7 40,28 50,96 +1068 831 741 —0,90 
39 B19,5 45441 34,6 54,64 57,68 + 3,04 585 7,87 +2,02 
40  416,8 | 468.4 51,6 38,85 63,84 +2499 10,73 7,34 —339 
94 374.5 815.8 3 42,75 78,96 + 36,21 8,76 10,33 + 1,57 
32: 349,5 5884 + 238.9 33,37 51,90 +1853 10,47 11,34 + 0,87 


Mittel: | 359,0 | 540.8 8 41,98 | 60,67 + 18,69 > 882) 885) + 0,03 


EinfluB von Fett. 


Die zwei Stunden nach Eingabe von 20 ccm Olivendél bei den drei 
Versuchstieren im Serum erhaltenen Einzelwerte des Vakatsauerstoffs 
und des Rest-N in mg-% des Serums, sowie des Oxydationsquotienten 
sind in Tabelle V zusammengestellt. 


Tabelle V. EinfluB des Ols. 





Ka- Vakatsauerstoff in mg-°/, Rest-N in mg-°/y Oxydationsquotient 0: N 
ninchen ca i 
Nr normal 


ac = ac = ac — 
“— Differenz normal — Differenz | normal ae Differenz 


38 316,7 376,8 1 48,08 45,02 — 3,06 659 | 837 + 1,78 
39 314,7 327.4 2,7 | 66,73 44,78 —21,95 4,72 7,81 + 2,59 
40 372.6 377,0| + 44 46,34 4263) — 3,71 804 884 + 0,80 


Mittel: | 334,7 | 360,4 5,7 53,71 44,13/— 958 645 | 817 | +1,72 


Der Vakatsauerstoff des Serums ist zwei Stunden nach der Olgabe 
vermehrt. Die Vermehrung ist jedoch geringer, wie der gegebenen 
Glmenge entsprechen wiirde, da nur ein kleiner Teil des Ols resorbiert 
wird. Der Rest-N ist in etwa gleichem MaBe wie nach der Zuckergabe 
gefallen. Der Oxydationsquotient is: dementsprechend gestiegen. Die 
Steigerung des Oxydationsquotienten ist geringer als beim Zucker, 
da ja der Vakatsauerstoff infolge der schlechten Resorption des Ols 
gleichfalls nur gering gestiegen ist. 


Zusammenfassung. 

1. Es wird der Vakatsauerstoff (die zur vollstandigen Oxydation 
der organischen Substanzen des Serums erforderliche Menge Sauerstoff), 
der Rest-N und in einigen Fallen der Zucker im Serum von Kaninchen bei 
normaler Ernahrung mit Griinfutter, nach Hunger, nach peroraler Ein- 
gabe von Zucker, Eiwei8 und 6] bestimmt. 2. Es ergibt sich, daB der 
Vakatsauerstoff des Serums normal ernihrter Kaninchen im Mittel etwa 
403 mg-% betragt. Der Vakatsauerstoff des Serums ist starken indivi- 
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duellen Schwankungen unterworfen, bleibt aber beim gleichen Vix 
Monate hindurch annahernd konstant. 3. Beim Hungern fallt di 


Vakatsauerstoff und auch der Rest-N des Serums. Der Abfall des 


Vakatsauerstoffs ist starker, als der des Rest-N, so daB der ,,Oxydation- 
quotient im Sinne von Bickel (das Verhaltnis von Vakatsauerstof| 
zu Rest-N) gleichfalls beim Hungern etwas abnimmt. 4. Nach Eingal: 
von 20g Glucose per os steigt der Vakatsauerstoff erheblich an, und 
zwar ist der Anstieg des Gesamt-Vakatsauerstoffs des Serums starker 
als dem Anstieg des Zuckers im Serum entspricht. Der Rest N fall 
nach Zuckergabe und das Verhaltnis Vakatsauerstoff zu Rest-N_ steigt 
an. 5. Nach Eingabe von 8g Pepton steigt der Vakatsauerstoff 
und in gleichem Mabe der Rest-N, so daB das Verhaltnis der beide 
Faktoren konstant bleibt. 6. Nach Eingabe von 20 ccm Olivend| 
steigt der Vakatsauerstoff entsprechend der geringen Resorbierbarkeit 
des Ols nur in geringem MaBe an; der Rest-N fallt ab und das Ver- 
haltnis beider Faktoren steigt etwas an. 7. Der Vakatsauerstoff steigt 
nach EiweiBgabe starker als nach Kohlenhydratgabe, verhalt sich also 
gegentber allen drei Nahrstoffen — bei Beriicksichtigung der geringen 
tesorbierbarkeit des Olivenédls — analog dem Respirationsquotienten 


Literatur. 


1) Diese Zeitschr. 276, 57, 1935. — 2) A. Bickel, ebenda 199, 195, 1928. 


Herrn Prof. Dr. N.C. Louros danke ich fiir die Gewahrung eines 
Arbeitsplatzes und der Hilfsmittel des Instituts; dem Akademisch Steun- 
fonds Amsterdam bin ich zu besonderem Dank verpflichtet, da mir erst 
durch die von diesem zur Verfiigung gestellten Mittel die Durchfiihrung der 
Arbeit erméglicht wurde. 
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Uber photobiologische Sensibilisation im Ultraviolett durch 
Verbindungen aus der Acridin- und Chinolinreihe. 
Von 
W. Hausmann und F. M. Kuen. 


(Aus dem Laboratorium fiir Lichtbiologie und Lichtpathologie am 
Physiologischen Institut der Universitat Wien.) 
(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der 6sterreichisch-deutschen Wissenschafts- 
hilfe.) 


(Eingegangen am 9. Juni 1935.) 


Photobiologische Sensibilisation durch Farbstoffe im Ultraviolett 
ist — insoweit man dies nach Versuchen an Blutagarplatten beurteilen 
kann — verhaltnismaBig haufig zu beobachten!. Da es sich hierbei im 
wesentlichen um das langerwellige ultraviolette Strahlengebiet handelt, 
so kénnte sich diese Art der Lichtwirkung auch bei natiirlicher Be- 
lichtung nach therapeutischer oder anderweitiger Aufnahme derartiger 
Farbstoffe geltend machen. Allerdings miiBte hierbei vorausgesetzt 
werden, daB die Photosensibilisation in vitro und in vivo parallel geht, 
was aber nicht ohne weiteres angenommen werden kann. 

Im AnschluB an die in unserem Laboratorium seit langerer Zeit im 
Gange befindlichen Untersuchungen tiber Sensibilisation von Blut- 
agarplatten im Ultraviolett haben wir nun Verbindungen der Acridin- 
und Chinolinreihe herangezogen, um unsere Beobachtungen auf etwas 
breitere Grundlagen zu stellen. 

Beziiglich der Technik verweisen wir auf die friiheren in dieser 
Zeitschrift erschienenen Mitteilungen sowie auf die folgende Arbeit von 
F.M.Kuen und stellen in der Tabelle I die Ergebnisse annahernd dar, 
die wir mit einer Reihe der oben erwahnten Farbstoffe erhalten haben. 
Hierbei sind hauptsachlich nur die — wenn auch zum Teil in gering- 
figiger Weise — im Ultraviolett sensibilisierenden Farbstoffe auf- 
genommen, um die Tabelle nicht zu sehr zu belasten. Die von uns 
untersuchten Verbindungen, bei denen wir keine Sensibilisation an Blut- 
agarplatten nachweisen konnten, sind gesondert angefiihrt. 

Einige besonders interessante Korper verdanken wir Herrn Dozent 
Dr. N. von Jancz6 in Szeged, eine Reihe von Priparaten wurde uns von 
Herrn Oberst Haittinger in Wien zur Verfiigung gestellt. 


1 Passow, Arch. f. Augenheilkde. 94, 1924; W. Hausmann u. O. Sonne, 
Strahlentherapie 25, 174, 1927; Lassen, ebenda 27, 757, 1928; W. Hausmann 
u. P. Rosenfeld, ebenda 45, 125, 1932; F. M. Kuen u. P. Rosenfeld, diese 
Zeitschr. 254, i8l, 1932; W. Hausmann u. F. M. Kuen, ebenda 265, 
105, 1933. 

25 * 





W. Hausmann u. F. M. Kuen: 





' Beobachtet gt 
Verwendeter Zusatz nach : - . _ 
Tagen 435 405 3656 334 28 


Ohne Zusatz 
Salzsaures Acridin* . 


Trypaflavin (3, 6-Diamino-10-methyl- | 
acridiniumehblorid) 
Bistrypatlavinnitrat alae aie tel 
Benzotlavin (3, 6-Diamino-9-phenylacridin ) 
Flayophosphin G.G.O.. + + + + + + > 
Diamantphosphin R. ......... 
Sinflavin (3, 6-Dimethoxy-10-methylacri- { 
diniumchlorid) \ t + 
Yatren (7-Jod-8-oxychinolin-5-sulfosaures 
Natrium) 
2-( p-Acetaminostyry1)-methylebinolinium- 
methylsulfat 
2-(p-Acetaminostyryl)-6-dimeth ylamino- 10 
methylchinoliniummethylsulfat 
Salzsaures Optochin. . 0... 2.6... 10 4 + 


* Simtliche Farbstoffe wurden in einer Konzentration von !/;9 999 — berechnet auf das zug 





Beobachtet Q nge (Nn 
Verwendeter Zusatz und Plattenart nach 
Tagen 577-579 





. Salzsaures Acridin, Agarplatte, 0,2 cem | 
einer gesiattigten (etwa 0,2 %/igen) Lsg. 5 

auf Scem Blutagargemisch 

. Dasselbe, Gelatineplatte, Zusatz wie | 


: 5 
bei 1. 


einer 0,4% igen Methylalkohollésung 
auf 5cem Blutagargemisch 

Dasselbe, Gelatineplatte, Zusatz wie | 
bei 3. 


3. Athylehlorophyllid, Agarplatte, 0,4 eem | 


Von den untersuchten Verbindungen haben sich bei der angewendeten 
Versuchsanordnung mit Blutagarplatten demnach im Ultraviolett als we 
wirksam erwiesen: Salzsaures <Acridin, Bistrypaflavinnitrat, Flavo- ore 
phosphin, Diamantphosphin, Sinflavin, Yatren, 2-(p-Acetaminostyry])- Fl 
methylchinoliniummethylsulfat, salzsaures Optochin. Bei Benzoflavin At 
war die Wirkung schwach, bei Trypaflavin inkonstant. Ac 
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289 E 27 25 248 | 240 


(+) 


Unwirksam waren unter den angegebenen Bedingungen bei Ver- 
wendung von Blutagarplatten: Diaminoacridin. Acridingelb, Acridin- 
orange, Cyantrypaflavin, Bistrypaflavin, Flavizid, Brillantphosphin, 
Flavazin, 2-Athoxy-6-nitro-9-diithylamino-oxypropylaminoacridin, 2- 
Athoxy-6-nitro-9-glycyldiathylamino-athylaminoacridin, Rivanol, 2-(p- 
Acetaminostyry!)-6-dimethylamino-methylchinoliniummethylsulfat. 





390 W. Hausmann u. F. M. Kuen: 


Bei Trypatlavin sind wir zu keinem einheithchen Ergebnis gekommen 
ohne uns dies bisher sicher erklaren zu kénnen'. In einigen seinerzeit mit 
geteilten Versuchen hatten wir ausgesprochene Sensibilisation im lange: 
welligen Ultraviolett, insbesondere bei / 365/366 mu beobachtet, wahren 
dies in spateren Versuchen, mit Ausnahme eines Praéparats einer andere: 
Lieferung, nicht der Fall war. Auch bei diesem Praperat war nur ein: 
veringfiigige Steigerung der Lichtempfindlichkeit gegeniiber den Blutaga: 
platten ohne Zusatz zu konstatieren; bei unserer Versuchsanordnun: 
konnte bei diesem Koérper in der Regel auch in den sichtbaren Linien cd: 
Quecksilberdampflichtes keine Sensibilisation beobachtet werden. 

Wir behalten uns vor, hierauf noch zuriickzukommen, da dies Ver 
halten zu dem von H. Jausion*® zuerst beschriebenen Coup de lumiére acri 
dinique und der von N. v. Jancz6 vollkommen einwandfrei nachgewiesene 
Lichtempfindlichkeit von Trypanosomen,. die Trypaflavin  gespeichert 
hatten, im Widerspruch steht (vgl. hierzu W. Hausmann und O. Krumpel?, 
H.John’®). 


In einigen Versuchen haben wir an Stelle des 2°,igen Agar-Agars 
eine 15 °,ige Gelatine verwendet, die ebenso wie der Agar-Agar in unsere) 


fersuchen ausschlieBlich mi iger Kochsalzl6sung ohne weitere 
\ | hlieBlich mit 1°%iger Kochsalzlésung ol weit 


Zusiitze hergestellt war. Wir geben hier zwei Versuche wieder, die mit 
salzsaurem Acridin und -~ aus einer anderen Versuchsreihe stammend 
mit Athylehlorophyllid, das wir Herrn Geheimrat Wéillstdtter verdanken 
hergestellt waren. (Siehe Tabelle IT.) 

Aus diesen Beobachtungen — wie aus ahnlich verlaufenden_ bei 
Verwendung von Haématoporphyrin und Mesoporphyrin — ergibt sich 
zunachst bei der Verwendung von Agar-Agar oder von Gelatine kein 
Unterschied in der photobiologischen Sensibilisation in den sichtbaren 
Spektralbezirken, sowie mit ultravioletten Strahlen bis etwa 280 mu. 
Von diesen Spektrallinien angefangen, zeigt sich etwas abgeschwachte 
Sensibilisation bis anna&hernd 240 my. Unterhalb dieser Bezirke, in 
denen auch bei Blutagarplatten keine Sensibilisation zu beobachten ist 
war, die Blutgelatineplatte schon an sich ungemein weniger empfindlich 
als die Blutagarplatte. 

Die an den Blutgelatineplatten tiberhaupt beobachtete Sensibili- 
sation ergibt zunachst, daB der Agar-Agar, wie zu erwarten, als solcher an 
der Sensibilisation im Ultraviolett nicht beteiligt ist. Die etwas geringe 
Wirkung auf den Gelatineplatten bei 280 my und besonders bei 240 mu 
ist darauf zuriickzufiihren, daB — abgesehen von der Verwendung eine! 
15°,igen Gelatinelésung gegeniiber der 2% igen Agar-Agarlésung und 
der im Vergleich zum Agar-Agar viel gréBeren Kigenabsorption de: 
Gelatineplatte die Strahlen bei unserer Versuchsanordnung ein 

' Vel. Klin. Wochenschr. 1933, Nr. 18; diese Zeitschr. 261, 181, 1932. 

2 Siehe u. a. H.Jausion u. EF. Pagés, Les maladies de lumiére. Paris 1933 
3 Centralbl. f. Bakt. I. Orig. 122, 388 u. 393, 1931; 128, 129, 1931 
* Strahlentherapie 382, 407, 1929. — 5 Diese Zeitschr. 155, 159, 1925 
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(relatineschicht zu passieren hatten, bevor sie die Blutkérperchen 
erreichten. Diese Schicht kam dadurch zustande, da sich die Erythro- 
-yten infolge der im Vergleich zum Agar gréBeren Erstarrungsdauer der 
Gelatine viel mehr absetzen konnten, als dies bei der Blutagarplatte 
der Fall war, da wir auch die Gelatineplatten bei Zimmertemperatur 
erstarren lieBen. 


Aus den Versuchsergebnissen mit den von uns untersuchten Acridin- 
> 


und Chinolinverbindungen lassen sich noch keine GesetzmaBigkeiten in 
den Beziehungen zwischen chemischer Konstitution und photodynami- 
scher Wirkung im Ultraviolett ableiten. Die Zahl der angewandten 
Verbindungen ist hierzu zu klein. Es sollen daher hier nur einige be- 
sonders auffallende Beobachtungen erwahnt werden. 

Bei unseren Versuchen zeigte sich zunaichst, daB chemisch sehr 
ahnlich gebaute Verbindungen — wie z. B. das Acridin, das Trypaflavin 
und das Sinflavin — sich in ihrer Fahigkeit, die roten Blutkérperchen in 
der Agarplatte zu sensibilisieren, ganz verschieden verhalten kénnen. 
Wahrend das Acridin und das Sinflavin (ein 3, 6-Dimethoxy-10-methyl- 
acridiniumchlorid) sensibilisierend wirkten, war das Trypaflavin (ein 
3, 6-Diamino-10-methylacridiniumchlorid) in der Regel unwirksam. 
Auch das 3, 6-Diaminoacridin, sowie das Flavizid, ein 2, 7-Dimethyl- 
3-amino-6-dimethylamino-10-methyl-acridiniumehlorid, welches an 
Stelle einer Aminogruppe eine Dimethylaminogruppe enthalt, erwiesen 
sich als unwirksam. Ebenso jene Acridinverbindungen, bei welchen an 
Stelle 9 eine substituierte Aminogruppe eingefiihrt worden war, wie die 
beiden Nitroacridinderivate, ferner das Acridinorange (3, 6-Dimethyl- 
diaminoacridin) und schlieBlich das Rivanol, ein 2-Athoxy-6, 9-diamino- 
acridiniumchlorid, waren nicht befahigt, rote Blutkérperchen unter 
unseren Versuchsbedingungen zu sensibilisieren. 

Die hemmende Wirkung der Aminogruppe scheint durch Ein- 
fiihrung der Phenylgruppe wieder aufgehoben zu werden. So waren 
das Benzoflavin, welches sich vom unwirksamen 3, 6-Diaminoacridin 
durch Einfithrung der Phenylgruppe in Stelle 9 ableitet, allerdings nur 
schwach, die Phosphine (Flavophosphin und Diamantphosphin), welche 
sich vom Chrysanilin, einem 9-Aminophenyl-2-aminoacridin, ableiten, 
im Ultraviolett photodynamisch wirksam. 

Bei den zwei untersuchten Styrylchinolinverbindungen zeigte die 
Einfiihrung der Dimethylaminogruppe dieselbe hemmende Wirkung 
wie bei den Acridinfarbstoffen. Wahrend das 2-(p-Acetaminostyryl)- 
methylchinoliniummethylsulfat auf die Erythrocyten sensibilisierend 
wirkte, erwies sich derselbe Kérper nach Einfiihrung der Dimethyl- 
aminogruppe in Stelle 6 unter denselben Versuchsbedingungen un- 
wirksam. 





W. Hausmann u. F. M. Kuen. 


Zusammenfassung. 


1. Salzsaures Acridin, Bistrypaflavinnitrat, Flavophosphin, Dia 
mantphosphin, Sinflavin, Yatren, 2-(p-Acetaminostyryl)-methylehino- 
lintummethylsulfat, salzsaures Optochin zeigen bei Blutagarplatte: 


photobiologische Sensibilisation im Ultraviolett. 

2. Bei Verwendung von Gelatine statt Agaragar ergeben sich grund 
satzlich dieselben Resultate. Der Agar-Agar ist demnach an sich offen 
bar nicht an der beobachteten Sensibilisation beteiligt. 

3. Aus den vorliegenden Versuchen lassen sich bisher keine Gesetz 
mabigkeiten in den Beziehungen zwischen Konstitution und photo- 
dynamischer Wirkung im Ultraviolett ableiten. Chemisch sehr abnlich 
gebaute Verbindungen kénnen sich in dieser Beziehung verschieden 
verhalten. 
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Uber photobiologische Desensibilisation im Ultraviolett 
und iiber die Lichtwirkung von Natriumsulfit auf Erythrocyten. 


Von 
F. M. Kuen. 


(Aus dem Laboratorium fiir Lichtbiologie und Lichtpathologie am 


Physiologischen Institut der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 9%. Juni 1935.) 


Die photobiologische Sensibilisation im Ultraviolett ist durch eine 
gtOBere Reihe von Untersuchungen in vitro erwiesen worden. Es lag 
nahe, nun auch der Frage der Desensibilisation in diesen Strahlen- 
bezirken naher zu treten. Hieriiber haben W. Hausmann und F. M. 
Kuen vor einiger Zeit kurz berichtet!. In der nachstehenden Arbeit 
soll von unseren bisherigen Erfahrungen auf diesem Gebiete die Rede 
sein. Die Untersuchungen wurden zunachst aus theoretischen Griinden, 
dann auch in Erwaégung der méglicherweise praktischen Bedeutung 
dieser Frage bei der Therapie der Lichtkrankheiten unternommen. 


Als Untersuchungsobjekt wurde in Agaragar suspendiertes defibriniertes 
Hammelblut verwendet; diese Versuchsanordnung ist identisch mit der in 
den friiheren Arbeiten des Laboratoriums beschriebenen*. Die Blutagar- 
platten wurden 24 Stunden nach dem GieBen in einem Quarzspektrographen 
von C. Leitz (Monochromator 45/22 mit Zusatzeinrichtung G 2 45/46 als 
Quarzspektrograph ausgeriistet), der uns von Herrn Prof. Dr. £. Abel 
auch fiir diese Untersuchungen in dankenswerter Weise leihweise tiberlassen 
worden war, mit einer Quarzquecksilberlampe (Hanau, Type G6) je 
45 Minuten belichtet. Die Entfernung des Brenners vom Spalt betrug 
hierbei 30cm, die Spaltbreite durchwegs '/,mm. In den hier wieder- 
gegebenen Versuchen wurden die Blutagarplatten durch Zusatz von salz- 
saurem Hamatoporphyrin®, dessen sensibilisierende Wirkung auf Erythro- 
cyten im Ultraviolett von W. Hausmann und C. Sonne? beschrieben wurde, 
sensibilisiert. Dieser Farbstoff wurde gewahlt, weil es uns zweckmaBig er- 
schien, ein Porphyrin als Repriésentanten dieser biologisch so wichtigen 
Farbstoffgruppe zu verwenden. Ferner war fiir die Versuche ein Farbstoff 
erwiinscht, welcher sowohl im sichtbaren Strahlenbereich als auch im 
Ultraviolett eine starke sensibilisierende Wirkung ausiibt, Eigenschaften, 
welche gerade das Hamatoporphyrin in hohem Grade aufweist. 


' Uber photobiologische Sensibilisation und Desensibilisation im Ultra- 
violett. Klin. Wochenschr. 1933, Nr. 18. — ? Vel. z. B. diese Zeitschr. 
254, 181, 1932. 3 Der Farbstoff wurde von Herrn Geheimrat Prof. Dr. 
Hans Fischer in Miinchen freundlichst zur Verfiigung gestellt. —- 4 Strahlen- 
therapie 25, 174, 1927. 





F. M. Kuen: 


Als Desensibilisatoren! wurden zunachst solche Stoffe erprobt 
deren Wirkung im sichtbaren Licht schon bekannt war: Serum, Glucos« 
Lavulose, Natriumsulfit, ferner als Typus der in der photographische) 
‘Technik als optische Desensibilisatoren bezeichneten Farbstoffe auc! 
das aus dem_ photographischen Entwicklungsverfahren bekannt: 
Pinakryptol, das Liippo-Cramer zur Desensibilisierung von photo 
graphischen Emulsionen angegeben hat®. Weiter Neosalvarsan, voi 


welchem St. Rothman® zeigen konnte, daB es mit Erythrosin sensibili 


sierte weiBe Mause vor dem akuten Lichttod zu schiitzen vermag. 


Die Versuchsergebnisse sind in der Tabelle I annaihernd dargestellt. De: 
Grad der Hamolyse wurde dabei auf folgende Art bezeichnet: + + + + seh: 
stark, + + + stark, + + mittelstark, + schwach, (+ )kaum wahrnehmbar 
In der Tabelle sind zunachst die unter den beschriebenen Versuchsbedingun- 
gen beobachteten Einwirkungen auf die Blutagarplatten zuerst ohne Zusatz, 
dann nach Zusatz von salzsaurem Hamatoporphyrin (0,03 cem einer 1°/j9igen 
Hamatoporphyrinlésung auf 5 cem Agar und 0,15 cem defibriniertes Hammel 
blut) wiedergegeben. Blutplatten ohne Zusatz zeigen bei unserer Versuchs 
anordnung und der von uns gewahliten Beobachtungszeit hamolytische 
Effekte nur im kiirzerwelligen Ultraviolett, von 313 my abwarts. In det 
Tabelle sind die hamolytischen Effekte in jener Starke vermerkt, wie sie bei 
Betrachtung der Platten 5 Tage nach der Bestrahlung erscheinen. Nach 
weiteren 5 Tagen traten in der Regel keine neuen Linien mehr auf, die schon 
bestehenden nahmen an Starke nur noch etwas zu. Die mit Hamato 
porphyrin sensibilisierten Blutagarplatten zeigen im kurzwelligen Ultra 
violett unter 302 my dieselben hamolytischen Effekte wie die Kontroll- 
platten, im langerwelligen Ultraviolett und im sichtbaren Licht weisen sie 
jedoch infolge der Sensibilisation starke Hamolyse auf, besonders deutlich 
bei den lichtstarken Linien des Quecksilberdampfspektrums: 579, 436, 
365/366 und 313 my (vgl. W. Hausmann und F. M. Kuen). 

Dureh Zusatz der verschiedenen Desensibilisatoren wurden nun 
verschiedene Arten der Abschwachung der hamolytischen Effekte 
beobachtet. Die abschwaichende Wirkung kann sich bei den einzelnen 
Desensibilisatoren in verschiedenen Strahlenbereichen zeigen: Ent- 
weder im sensibilisierten Anteil des Quecksilberdampfspektrums, also 
vorwiegend bei den Wellenlingen von 579 bis 313 my oder auch im 
nichtsensibilisierten Anteil, also im kiirzerwelligen Ultraviolett. Die 
abschwachende Wirkung kann sich aber auch iiber alle Linien des 
Quecksilberspektrums erstrecken. Die Desensibilisierung kann als 
Abschwachung der den einzelnen Quecksilberlinien entsprechenden 
hamolytischen Effekte bzw. als Verziégerung der Haémolyse oder auch 
als vollstandige Aufhebung der Hamolyse in Erscheinung treten. 


1 Vel. u.a. G. Sacharoff und Hans Sachs, Miinch. med. Wochenschr. 
1905, Nr. 7; G. Busck, diese Zeitschr. 1, 425, 1906; H. Shibuja, Strahlen- 
therapie 18, 710, 1924; P. Metzner, diese Zeitschr. 148, 498, 1924; W. Haus- 
mann, Strahlentherapie 22, 205, 1926. — ? Liippo-Cramer, Die Negativ- 
entwicklung bei hellem Lichte. Leipzig 1922. — * Klin. Wochenschr. 1931, 
Nr. 33. 4 Diese Zeitschr. 265, 105, 1933. 
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Photobiologische Desensibilisation. 


Serum. 


G. Busck (|. ec.) hat die desensibilisierende Wirkung des Serums zuerst 
beschrieben (vgl. J.Gicklhorn', P. Metzner”). Im Laboratorium von 
W. Hausmann haben H. Shibuja® und T. Awoki* die Desensibilisation der 
Porphyrine mit Serum untersucht. Skibuja beobachtete Desensibilisation 
von Hamatoporphyrin und besonders von Uroporphyrin durch Serum an 
Erythrocyten und Paramaecien. Derselbe Autor und Awoki konnten die bei 
Hamatoporphyrinmausen im Lichte auftretenden Reizerscheinungen durch 
Serum nicht verhindern, jedoch die spateren Folgen der Sensibilisation, 
allerdings nicht immer, hintanhalten. Spater hat H. Wast/® im gleichen 
Laboratorium am Strawbschen Froschherzen, welches durch Hamato- 
porphyrin oder Eosin sensibilisiert worden war, eine Verzégerung des 
Kintritts der Lichtschadigung bei Serumzusatz festgestellt. In allen diesen 
Versuchen handelte es sich im wesentlichen um die sichtbaren Strahlen- 
bezirke. 

Bei unserer Versuchsanordnung wurde nun die sensibilisierende 
Wirkung des Hamatoporphyrins durch Zusatz von Hammelserum 
deutlich abgeschwacht. Gerade im sichtbaren Teil des Spektrums und 
im langerwelligen Anteil des Ultravioletts, bei den Wellenlangen von 
579 bis 313 mu, war regelmabig eine starke Abschwachung der den 
einzelnen Spektrallinien entsprechenden hamolytischen Effekte zu 
beobachten. Im kurzwelligen Ultraviolett von 302 my abwiarts, also dort, 
wo das Hamatoporphyrin in der angewandten Verdiinnung nicht mehr 
ausgesprochen sensibilisiert, war auch keine so deutliche Desensibili- 
sation wahrzunehmen, mit Ausnahme einer geringen Abschwachung bei 
den Linien von 240 mu abwarts, was allerdings mit der Endabsorption 
des Serums in diesen Strahlenbezirken zusammenhangen diirfte. 


Glucose und Livulose. 

Die desensibilisierende Wirkung der Kohlenhydrate in vitro ist von 
A. Jodibauer ® und K. A. Hasselbalch? beschrieben worden. In den zitierten 
Untersuchungen haben Shibuja und Awoki keine Abschwachung der Himato- 
porphyrins ensibilisation durch Kohlenhydrate erreichen kénnen. In gréBeren 
Mengen wirkte der Traubenzucker auf weiBe Mause toxisch®. 

In unseren Versuchen bewirkte ein Zusatz von Glucose oder von 
Lavulose zu den mit Hamatoporphyrin sensibilisierten Blutagarplatten 
bei der Bestrahlung eme deutliche Desensibilisierung. Im Gegensatz zu 
der bei den verschiedenen Wellenlangen etwas ungleichmaBigen Wirkung, 
welche ein Zusatz von Serum ausiibt, war die Desensibilisireung durch 
Glucose oder durch Lavulose eher gleichmaBig. 


1 Sitzungsber. d. Wiener Akad. d. Wiss. 1914, Nr. 123. — ? Diese 
Zeitschr. 148, 498, 1924. — * ,,Strahlentherapie** 17, 412, 1924; 18, 710, 
1924. — 4 Diese Zeitschr. 158, 337, 1925. — ° Arch. f. exper. Pathol. 
u. Pharm. 114, 56, 1926. — ® Diese Zeitschr. 3, 488, 1907. 7 Ebenda 
19, 435, 1909. — 8 Vgl. W. Hausmann, Wiener. klin. Wochenschr. 1925, 
Nr. 12. 





396 Fk. M. Kuen: 


Pinakryptol. 


An weiBen Mausen, die mit Hamatoporphyrin sensibilisiert worden 
waren, hat Awoki (l. ec. 8.348) durch das von Ltippo-Cramer eingefiihrte 
Phenosafranin keine Desensibilisierung erzielen kénnen. Nach Szorenyi', 
der neben Phenosafranin noch Pinakryptolgriin und Pinakryptolgelb, 
Pinachrom und Pinachromviolett untersuchte, kénnen diese Desensibilisa- 
toren infolge ihrer toxischen Wirkung weiBe, sensibilisierte Mause nicht 
vor der Lichtwirkung schiitzen. Dagegen wurden sensibilisierte rote Blut- 
kérperchen und Paramaecien durch die optischen Desensibilisatoren vor der 
schadlichen Wirkung des Lichtes bewahrt. Die hemmende Wirkung dieser 
Farbstoffe war um ein Vielfaches starker als die des Serums. 


Pinakryptol desensibilisiert im langerwelligen Ultraviolett und im 
sichtbaren Licht, hauptsachlich bei Wellenlangen tiber 280 my. Be- 
merkenswert ist auch hier, iibereinstimmend mit den Ergebnissen von 
Szdrenyi, die starke Wirkung des Pinakryptols. Schon ein Zusatz von 
0,25 cem einer 0,25°/,,igen Lésung zu der Blutagarsuspension hat die 
Hamolyse deutlich gehemmt. 


Neosalvarsan. 


Im Hinblick auf seine starke reduzierende Wirkung hat St. Rothman 
(a. a. QO.) Neosalvarsan an weifen Mausen als Desensibilisator erprobt. 
Wurden die Versuchstiere mit 0,5cem einer 1%igen Erythrosinlésung 
gespritzt und in 80cm Entfernung mit einer Osram-Vitaluxlampe bestrahit. 
so erfolgte der Tod nach 15 bis 30 Minuten. Eine subcutane Injektion von 
Img Neosalvarsan vermochte die Tiere vor dem akuten Lichttod zu 
schiitzen, wihrend andere Desensibilisatoren wie Sulfit und Resorcin unter 
den gleichen Versuchsbedingungen vollstandig wirkungslos waren. Diese 
starke Wirkung, welche das Neosalvarsan ausiibt, diirfte nicht nur durch 
Entziehung von Sauerstoff zu erklaren sein. Rothman ist der Ansicht, dab 
das Neosalvarsan die biologischen Oxydationen selbst hemmt, und zwar 
durch Angriff auf das Fermentsystem. Schon in geringen Konzentrationen 
‘ hemmt das Neosalvarsan alle iiblichen Peroxydasereaktionen, selbst wenn 
Peroxyd und Peroxydase in groBem Uberschu8 vorhanden sind. 


Die mit Himatoporphyrin sensibilisierten Blutagarplatten zeigten 
bei Zusatz von Neosalvarsan deutliche Abschwachung der Hamolyse. 
Die Hemmung war je nach der zugesetzten Menge verschieden. Wie 
die Tabelle zeigt, war bei den geringeren Konzentrationen im langer- 
welligen Ultraviolett bei der Wellenlinge 365/66 my sowie haupt- 
sachlich im kirzerwelligen Ultraviolett Desensibilisierung zu beob- 
achten, bei héheren Konzentrationen jedoch erfolgte bei allen Wellen- 
langen vollstindige Hemmung der Hamolyse. Nur die lichtstarkste 
Linie des Quecksilberspektrums bei 365/366 my war auf den Blut- 
platten gerade noch wahrnehmbar. 


! Diese Zeitschr. 252, 113, 1932. 
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Natriumsulfit. 

Die erste Beobachtung der desensibilisierenden Wirkung des Natrium- 
sulfits stammt wohl von G. Saccharoff und H. Sachs'. Durch Zusatz von 
Sulfit zu mit Erythrosin sensibilisierten roten Blutkérperchen konnten sie 
die Hamolyse im Sonnenlicht unterdriicken. Bei andauernder Bestrahlung 
trat dann doch Hamolyse ein, nachdem das Sulfit zu Sulfat oxydiert worden 
war. Noack® hat durch Natriumsulfit die photodynamische Wirkung des 
Kosins auf Paramaecien aufheben kénnen. Auch die lichtkatalytische 
Oxydation pflanzlicher Chromogene (von Vicia faba) und die Lichtwirkung 
des Eosins auf das Protoplasma von Pflanzenzellen konnten durch die Gegen- 
wart von Sulfit gehemmt werden. Awoki (a. a.O) hat bei Bestrahlung von 
mit Hamatoporphyrin sensibilisierten weiBen Mausen im Tageslicht und im 
Kohlenbogenlicht nur einige Male eine Abschwachung der photodynamischen 
Wirkung festgestellt, dagegen wurden rote Blutkérperchen durch Sulfit 
vor der photodynamischen Wirkung des Hamatoporphyrins ahnlich wie bei 
den Versuchen von Sacharoff und Sachs mit Erythrosin geschiitzt. 

Durch diese Versuche ist iibereinstimmend an _ verschiedenen 
tierischen und pflanzlichen Objekten die Schutzwirkung des Sulfits 
gegen die Lichtwirkung bei Anwesenheit von Sensibilisatoren vorwiegend 
im sichtbaren Licht festgestellt worden. Durch unsere Versuchs- 
anordnung konnte nun die Wirkung des Sulfits auBer im sichtbaren 
Licht auch im Ultraviolett untersucht werden, wobei sich bei dieser 
Methodik auffallende Resultate ergaben. Schon im sichtbaren Licht 
zeigte sich nur eine geringfiigige Ubereinstimmung mit den oben er- 
wabnten Untersuchungen, da mittels der Agarplattenmethode bei Ver- 
wendung von Haématoporphyrin als Sensibilisator und Sulfitzusatz nur 
in einigen Versuchen bei den Wellenlangen 579 und 546 mu. schwache 
Desensibilisierung festzustellen war, wihrend in anderen Bestrahlungen 
iiberhaupt keine Desensibilisierung in den langerwelligen Bezirken fest- 
gestellt werden konnte. 

Auch bei Verwendung von Erythrosin wurden mit der Agar- 
plattenmethode bei Zusatz von Natriumsulfit keine Hemmung der Hamo- 
lyse erzielt. Ks konnte vielmehr im Wellenlingenbereich von 546 bis 
365/366 mu eine Verstarkung der Erythrosinwirkung festgestellt werden. 

Wir miissen demnach wohl einen noch aufklarungsbediirftigen 
Unterschied bei der Natriumsulfitdesensibilisation von in Agar-Agar 
suspendierten Erythrocyten, die mit Hamatoporphyrin oder Erythrosin 
sensibilisiert waren, gegeniiber dem analogen Verhalten der Suspension 
in physiologischer Kochsalzlésung annehmen. 


Die Lichtwirkung von Natriumsulfit auf Erythroeyten. 
Im Bereich des Ultravioletts wurde nun eine ganz unerwartete 
Wirkung des Sulfits beobachtet, von der auch schon in der vorlaufigen 


1 Miinch. med. Wochenschr. 1905, Nr. 7. — ? Zeitschr. f. Bot. 12, 
273, 1920. 
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Ta 
Be- ‘ 
Ham: 
Verwendeter Zusatz zu der Blutagarmischung — ae Tle Tica ey Par 
Tagen 577—579 546 435—436 405 B65 
wre ee { 
ORNS TRE: co ee Sey: ws 10 
0,03 cem 1%/giges Ha hyri . , ; ' 
Vo com goiges Mamatoporphyrin . 10 Per; mi Pana - a 
0,03 cem 1°/o9iges Hamatoporphyrin | 5 (+) 
und Teem Serum ......+.. | 10 + 
0,03 cem 1°/o9iges Hamatoporphyrin | 5 ~ 
und 0,56g Glucose oder Liavulose | 10 - - + + 
0,03 cem 1° 9iges Hamatoporphyrin | 5 (+) (4) - 
und 0,25 cem }4°/o9iges Pinakryptol | 10 j. + 
0,03 cem 1°/,iges Hamatoporphyrin | > 
und 0,1cem 5°/,iges Neosalvarsan - 
VA RO; : Y fe | r?) (+) 
und 0,5eem 5°/,iges Neosalvarsan 
0,03 cem 1°/9iges Himatoporphyrin | 5 . . 
und lLeem 6° ,iges NagSO;.7H,O | 10 : ++ - + 
lecem 6° iges Na,SO3.7H,O, ohne 
Hamatoporphyrin eb 5 
Dasselbe, unter Quarzplatte 5 
Dasselbe, Licht der Quarzlampe durch 
Sulfitlésung getiltert . 5 (+) 
2cem 0,05 °/,iges Erythrosin + - + (+) (+) 
0,2 cem 0,05 °/,iges Erythrosin 4 (+) 
0,2 cem 0,05°/iges Erythrosin + 1 ccm 
6% iges NagSO,.7H,O...... + - (+) 





Verstarkt 


Mitteilung von W. Hausmann und F. M. Kuen die Rede war (1. ¢.). Bei 
den Spektrallinien von 365 366 bis 248 mu (insbesonders bei 365/366 mu) 
erfolgte sehr starke Haimolyse. Die weitere Untersuchung zeigte, dab 
diese Wirkung dem Sulfit selbst eigentiimlich ist, da Blutagarplatten 
mit Sulfit allein ohne Zusatz von Hamatoporphyrin Hamolyse im 
gleichen Wellenbereich, namlich von 365/366 bis 248 mu, aufwiesen. 


Diese Sulfitwirkung scheint an das Vorhandensein von Sauerstoff ge- 
bunden zu sein: In einigen Versuchen wurde die Einwirkung des Luft- 


sauerstoffs aut folgende Weise vermindert. 


Sofort nachdem die fliissige 


Blutagarmischung, in diesem Falle mit Zusatz von Sulfit, auf die wagrecht 
gelagerte Glasplatte gegossen war, wurde eine ungefahr 1 mm starke plan- 
parallele, durchsichtige, abgeflammte Quarzplatte in der GréBe 6 zu 6 cm 
vorsichtig auf den noch fliissigen Agar unter Vermeidung jeder Blasen- 
bildung gelegt. Nach dem Erstarren war die Agarschicht nun zwischen der 
Glasplatte und der Quarzplatte eingeschlossen und so der weitere Zutritt 
von Luftsauerstoff erschwert. 
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(me) 
296 289 280 275 270 265 254 248 240 238 234 932 «230 
(+) (+) (+) 4 4 
t ( ) (+) ( ) + + + 
(+) ( ) ( ) { ) 
(+) + + 
(+) + (+) - - + 
) [T? (+) ( ) { ) (+) + + 4 
c+) (+) t (+) | (+) 
(+) 4 1 
yi (4) 104) (+) (+) + + 


h die Quarzplatte hindurch 
<o wiesen die Platten keine 
sondern nur die bekannnten 


die Sulfitblutagarplatte dure 
bestrahlt ‘ 


Wurde nun 
im Spektrographen genau wie sonst 
Hamolyse im langerwelligen Ultraviolett auf, 
hamolytischen Effekte im kurzwelligen Ultraviolett, welche auch nicht vor- 


behandelte Blutagarplatten zeigen. 

Die Absorption und Wirkung des Sulfits 
wurden nun in der Weise untersucht, daB bei einem Bestrahlungsversuch 
mit einer Blutagarplatte unter Sulfitzusatz die Strahlen durch eine 
Sulfitlésung gefiltert wurden. oiger Sulfitlésung gefillte 
Quarzkivette von lem Schiec Strahlengang 
zwischen die Quarzlampe und den 


Jeziehungen zwischen 


Kine mit 6° 
htdicke wurde in den 
Spalt des Quarzspektrographen 
gebracht. 

Wie nun aus der Tabelle I zu ersehen ist, ze 
die Blutagarplatten Hamolyse bei den Wellenlangen von 365 366 bis 
1 selben Strahlenbereich wie ohne Filterung. Die hamo- 


igten bei diesem Versuch 


265 mu, also im 
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lytischen Effekte waren nur um einiges schwacher wie in den friiheren 
Versuchen mit Sulfit, da die Strahlungsenergie durch die Reflexion an 
den Quarzplatten der Kiivette etwas geschwacht wurde. Unter 265 mu 
war jedoch nicht einmal die normale Hamolyse der Blutkérperchen 
festzustellen. Die Aufhebung der Hamolyse unter 265 my stimmt mit 
dem Absorptionsspektrum des Sulfits genau iiberein, denn diese; zeigt 
nach Messungen von Haber und seinen Mitarbeitern! ein in der Nahe 
von 260 my beginnendes Kontinuum der Absorption, welches nach 
Frank und Haber als Elektronenaffinitatsspektrum des Ions SO) 
anzusehen ist. 

Die bei den Wellenlangen von 365/66 bis 265 mu beobachtete 
Hamolyse ist nicht leicht zu erklaren. In diesem Wellenbereich wird 
das Licht von neutralen Sulfitlésungen nicht absorbiert, nur stark 
saure Lésungen weisen ein breites Absorptionsband mit dem Maximum 
in der Nahe von 290 mu auf, ,,das nach seiner Ahnlichkeit mit dem 
Absorptionsband des SO, im Gaszustand und nach seinem Auftreten in 
stark saurer Lésung dem gelésten S O, zuzurechnen ist‘‘ (Haber, a. a. O.). 
Da nun im Bereich von 365 bis 265 mu die Lichtwirkung nicht durch 
die Absorption des Sulfits erklart werden kann, ware vielleicht die 
Annahme berechtigt, daB der photochemische Primarvorgang bei der 
Sulfithamolyse nicht am Sulfit, sondern an den roten Blutkérperchen 
selbst vor sich geht. 

Weitere Folgerungen werden erst nach erganzenden Untersuchungen 
zu ziehen sein. Es sei nur noch kurz erwahnt, da8 auch an die Méglich- 
keit gedacht werden muBte, daB nicht das Sulfit selbst, sondern die 
bei der Bestrahlung daraus entstehenden Verbindungen auf die Blut- 
kérperchen hamolytisch einwirken kénnen. Die Autoxydation der 
Salze der schwefligen Saure ist von Titoff?, von Reinders und Vles?, 
von Baeckstroem? und von Haber* eingehend untersucht worden. Das 
bei der Oxydation gebildete Sulfat hat keine haimolytische Wirkung, 
nun haben aber die Untersuchungen von Haber gezeigt, daB bei starker 
Bestrahlung von Sulfitlésungen mit einer Quecksilberdampflampe 
auBerdem noch Dithionsaure (H,S,0,) und elementarer Wasserstoff 
in meBbaren Mengen auftreten. Die Entstehung der Dithionséure 
ist nach Haber dabei so zu denken, daB8 zunaichst Monothionsaure 
(HS 0O,) gebildet wird, welche sich dann in die stabile Form des Radikals, 
die Dithionséure, umlagert: 

SO! + H,O +h» = SO"! + OH’ +H 
280; = 8,0%. 

Wie diese Séuren auf rote Blutkérperchen wirken, ist nicht bekannt, 
aber es ware gerade bei der Monothionsaure, in ihrer EKigenschaft als 
Radikal, eine Schadigung der Erythrocyten leicht denkbar. Fiir diese 


' Naturwiss. 19, 453, 1931. — ? Zitiert nach Haber, l.c. — 3 Le. 
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‘hemische Erklarung der beobachteten Hamolyse, wonach also die 
Schadigung der roten Blutkérperchen nicht, wie bei der photodynami- 
chen Wirkung der Sensibilisatoren, durch Ubertragung der ein- 
gestrahlten Lichtenergie, sondern durch die rein chemische Wirkung 
der Zerfallsprodukte des Sulfits zu denken ware, wiirde die folgende, 
wiederholt gemachte Beobachtung sprechen: Bei allen bestrahlten 
slutagarplatten mit Sulfitzusatz waren die hamolytischen Effekte 
zunachst sehr scharf begrenzt, wie bei denselben Versuchen mit Sensi- 
bilisatoren. Nach einiger Zeit wurde die Grenze zwischen den haimo- 
lysierten und den normalen Blutkérperchen aber unscharf, die Hamolyse 
griff von den bestrahlten Teilen nach allen Seiten gleichmaBig auf die 
unbestrahlten Teile iiber, wodurch das zuerst scharfe Bild des Queck- 
silberspektrums unscharf und verwaschen wurde. Diese Nachwirkung 
ware als Diffusion eines in den bestrahlten Teilen gebildeten hamolytisch 
wirkenden Stoffes in die angrenzenden Dunkelgebiete sehr gut zu deuten. 
Zur Beantwortung der Frage, ob bei der Bestrahlung von Sulfit Hamo- 
lyse erzeugende Stoffe entstehen, wurden nun in einigen Versuchen 
Sulfitlésungen mit der Quecksilberlampe aus einer Entfernung von 
30 cm verschieden lang bis zu einigen Stunden bestrahlt. Zusatz dieser 
bestrahlten Lésungen zu defibriniertem Hammelblut hat aber niemals 
Hamolyse hervorgerufen. Diese Frage bleibt also offen. 

SchlieBlich war noch zu priifen, ob vielleicht Beobachtungen von 
R. Zeynek und S. Kittel! die Méglichkeit einer Erklarung der Licht- 
wirkung des Sulfits auf die Blutagarplatten ergeben. 

Die Autoren haben festgestellt, dali Hamatin und Hamochromogen 
durch schweflige Saure im Dunkeln nicht verdndert werden, aber unter 
Einwirkung von Licht das Eisen abspalten und in himatoporphyrin- 
artige Substanzen tbergehen. In analoger Weise verliert auch der 
Blutfarbstoff mit schwefliger Saéure belichtet sein Eisen und geht in Por- 
phyrinproteosen tiber. Mit den so erhaltenen Produkten konnten Ze ynek 
und Kittel die Sensibilisierung von weiBen Mausen erzielen, wie dies 
seinerzeit von W. Hausmann fiir Himatoporphyrin beschrieben wurde. 

Es ware nun denkbar, daB bei den Versuchen mit den Blutagar- 
platten das Natriumsalz der schwefligen Saure in ahnlicher Weise auf 
den Blutfarbstoff bei Belichtung einzuwirken vermag, wie die freie 
Saure und dab die auf den Platten beobachteten hamolytischen Effekte 
durch aus dem Hamoglobin gebildetes Porphyrin zustande kommen. 
Weitere Untersuchungen haben aber dargetan, daf diese Erklarung der 
Sulfitwirkung nicht angenommen werden kann. Zunachst gelang es 
nicht, die Bildung von Hamatoporphyrin aus Hamoglobin bei der 
gleichen Versuchsanordnung wie bei R. Zeynek und Kittel nachzuweisen, 
wenn statt der freien schwefligen Saure ihr Natriumsalz verwendet 


! Zeitschr. f. phys. Chem, 224, 233, 1934. 
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wurde. Ferner spricht auch die Verteilung der hamolytischen Wirkunge: 
im Spektrum gegen die Bildung von Haématoporphyrin, denn diese 
sensibilisiert nicht nur im Ultraviolett, sondern auch im sichthare: 
Licht, wahrend sich die Sulfitwirkung, wie die Tabelle zeigt, auf dir 
Wellenlingen unter 365/366my, also auf das Ultraviolett beschrankte 
Auch Desensibilisierungsversuche sprachen gegen die Annahme eine: 
Hamatoporphyrinwirkung. Ware namlich die Sulfitwirkung auf dem 
Umweg iiber die Bildung von Haématoporphyrin zu erklaren, so miiBte 
seine Lichtwirkung auf die Blutagarplatten, wie die friiheren Versuche 
iibereinstimmend ergaben (vgl. S. 395), durch Serum zu desensibili- 
sieren sein. In dieser Richtung unternommene Versuche zeigten aber, 
da8 die Sulfitwirkung im Gegensatz zu der Wirkung des Hamato- 
porphyrins durch Serum nicht gehemmt wird. 

Alle Versuche, welche unternommen wurden, um die Annahme 
einer Bildung von Haématoporphyrin aus Haémoglobin und Sulfit bei 
Bestrahlung zu rechtfertigen, verliefen also negativ, so daB diese 
Méglichkeit, die von uns beobachtete Sulfitwirkung zu erklaren, einst- 
weilen nicht besteht. 

Zusammenfassung. 

1. An Blutagarplatten, welche durch Zusatz von Hamatoporphyrin 
sensibilisiert worden waren, wurde die Hemmung der Hamolyse durch 
verschiedene Desensibilisatoren im spektral zerteiltem Licht einer Queck- 
silberlampe untersucht und dabei die Tatsache der Desensibilisierung 
im Ultraviolett erhartet. 

2. Serum desensibilisierte im sichtbaren Teil des Spektrums und 
im langerwelligen Ultraviolett bis 313 mu. Glucose und Lavulose bewirkten 
eine tiber alle Wellenlangen des Quecksilberspektrums eher gleich- 
maBige Abschwachung der Hamolyse. Pinakryptol wirkte im sichtbaren 
Licht und im langerwelligen Ultraviolett, die Grenze seiner Wirksamkeit 
liegt bei ungeféhr 280 my. Neosalvarsan desensibilisierte im sichtbaren 
Licht und im ganzen Ultraviolett, bei sehr geringen Konzentrationen 
vorwiegend im kirzerwelligen Ultraviolett. 

3. Durch Natriumsulfit wird bei Belichtung Haémolyse im beob- 
achteten Wellenbereich zwischen A = 365/366 bis 248 my verursacht. 

4. Diese Sulfitwirkung scheint, wie die photobiologische Sensibili- 
sierung durch Farbstoffe, an die Gegenwart von Sauerstoff gebunden 
zu sein. Bei Sauerstoffverminderung tritt keine Himolyse ein. 

5. Der Mechanismus der Sulfitwirkung diirfte von anderer Art 
sein als jener der Sensibilisierung durch Farbstoffe. Sulfit wirkt auch 
bei Wellenlangen hamolytisch, bei welchen seine Lésungen nicht absor- 
bieren. Diese Erscheinung kénnte durch die Annahme erklart werden, 
daB der photochemische Primarvorgang nicht am Sulfit, sondern 
vielleicht an den roten Blutkérperchen selbst vor sich gehe. 
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Uber den Gehalt der Kaninchenleber an Nucleotiden, 
Nucleosiden und freien Purinen, 
Von 
Giovanni Dell’ Acqua. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 23. Juni 1935.) 


Die groBe physiologische Bedeutung, welche den freien Nucleotiden 
im Zellgeschehen zukommt — es sei hier nur auf die Bedeutung der 
Adenylséure und der Adenosinpolyphosphorsauren verwiesen —, legt 
es nahe, das Verhalten und den Stoffwechsel dieser Nucleotide in den 
einzelnen Organen naher zu untersuchen. 

Als Vorarbeit fiir derartige physiologische Fragestellungen scheint 
es unbedingt notwendig zu sein, zunachst einmal die quantitativen 
Verhaltnisse in den einzelnen Organen festzulegen. Derartige Unter- 
suchungen sind bisher im Muskel von verschiedener Seite durchgefiihrt 
worden (1). Auch iiber das Blut liegen vereinzelte Angaben vor. Uber 
die Leber jedoch finden sich in der Literatur keinerlei Angaben. Bei 
der zentralen Stellung, welche gerade diesem Organ im Kohlenhydrat- 
und Purinstoffwechsel zukommt, konnten derartige unter verschiedenen 
Bedingungen ausgefiihrte quantitative Untersuchungen vielleicht wert- 
volle Aufschliisse bringen 


Zur Technik der Versuche. 


Da zuniachst nur die Absicht bestand, die Menge der Nucleotide in 
der Leber quantitativ festzustellen, schieden von vornherein jene Ver- 
fahren aus, welche die einzelnen Purinbasen als solche zu bestimmen 
trachten. Als Methode fiir derartige summarische Bestimmungen wurde die 
von Kerr und Blish (2) fiir Muskulatur und Blut ausgearbeitete Technik 
herangezogen, die eine quantitative Erfassung der Nucleotidfraktion und 
der Fraktion der Nucleoside und freien Purine erméglicht. Im Prinzip ist 
die Methodik auf der von Thannhauser und Czoniczer (3) gefundenen Tren- 
nung der Nucleotide von den Nucleosiden aufgebaut: Fallung der Nucleotide 
als Uranylverbindung und Bestimmung des Nucleotidpurins nach Hydrolyse 
mit Schwefelsaure durch Fallung der Purine als Kupfer-Bisulfitverbindung. 
Die Nucleoside und freien Purine lassen sich in dem Zentrifugat der Nucleotid- 
bestimmung nach Entfernung des iiberschiissigen Urans in der gleichen 
Weise durch vorhergehende Hydrolyse und Fallung mit Kupfer-Bisulfit 
bestimmen. Da fiir eine Bestimmung nicht mehr als 1 g Organ notwendig 


ist, eignet sich die Methodik auch fiir Untersuchungen an kleineren Tieren 


und kleineren Organen. Der einzige Nachteil, den sie aufweist, ist der 


'immerhin groBe Zeitaufwand, welchen eine Bestimmung erfordert. 


Fir die Zwecke der vorliegenden Arbeit wurde an den von Kerr und 
Blish fiir Blut und Muskeln gemachten Angaben nichts Wesentliches ge- 
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andert. Als Versuchstiere dienten Kaninchen, die durch Entbluten aus d 
Carotis getétet wurden. Die prakvisch blutfreie Leber wurde méglich 
rasch durch den Hofjmeisterschen Apparat geschickt und ein entsprechend: 
Teil des gleichmaBig gemischten Zellbreies jeweils mit dem zehnfach« 
Volumen seines Gewichts an 10° iger Trichloressigsiure enteiweiBt. Nax 
zweistiindiger Extraktion im Eisschrank wurde die je 1g entsprechen«: 
Menge Filtrat verarbeitet. In den ersten Versuchen wurde statt der Ve; 
mahlung im Hofj/meisterschen Apparat das Organ mit fliissiger Luft ve: 
rieben und der gefrorene Zellbrei in eine gewogene Menge Trichloressiy 
sdure eingetragen. Da sich jedoch gegeniiber den Kontrollen keine wesen! 
lidhe Anderung in der Verteilung der einzelnen Fraktionen ergab, wurde 
von diesem umstandlichen und kostspieligen Verfahren in der Folge Abstand 
genommen. 

Fiir die Autolyseversuche, die im Laufe dieser Untersuchung angestel|t 
wurden, wurde ein aliquoter Teil des Leberbreies mit dem fiinffachen 
Volumen seines Gewichts gesattigten Chloroformwassers versetzt und verschie- 
dene Zeiten lang (24 bis 75 Stunden) in den Brutschrank (38° C) gestellt. 
Die EnteiweiBung erfolgte im gleichen Verhaltnis wie in den Frischversuchen 
durch Zusatz der fiinffachen Volumenmenge 20 °,iger Trichloressigsiiure. 
Simtliche Bestimmungen wurden zumindest als Doppelbestimmungen 
ausgefiihrt. Die einzelnen Werte ergaben meist eine innerhalb der erlaubten 
Fehlergrenze liegende Ubereinstimmung. Wo diese fehlte, wurde die Analyse 
wiederholt. 

Die Stickstoffbestimmung der Purinfallung erfolgte nach Mikro 
Kjeldahl in dem Apparat von Parnass-Wagner jodometrisch. Als Katalysator 
bei der Veraschung wurde, entsprechend den Erfahrungen des Laboratoriums, 
an Stelle von Kupfersulfat metallisches Quecksilber verwendet und dem- 
entsprechend zur Zerlegung der Quecksilber-Amidoverbindungen die 
Kjeldahl-Lauge mit 7°, Natriumthiosulfat versetzt. 

In einer Anzahl von Versuchen wurde auch die gesamte Stickstoffmenge 
der Trichloressigsiiureextrakte bestimmt, um einen Anhaltspunkt iiber das 
Verhaltnis des Purinstickstoffs zu der tibrigen Stickstoffmenge zu gewinnen. 


Der Gehalt an freien Nucleotiden, Nucleosiden und freien Purinen in der 
Kaninchenleber. 


In einer Reihe von Versuchen wurde zunachst einmal das Verhaltnis 
der Nucleotide und Nucleoside in der normalen Kaninchenleber und 
deren Verteilung in den einzelnen Leberlappen ermittelt. Die Ergebnisse 
sind in nachstehenden Tabellen zusammengefaBt (siehe Tabelle Ja 
und Ib). Wie die Zahlen ergeben, ist die Verteilung der Purine in den 
einzelnen Leberlappen durchaus nicht gleichférmig. Die Differenz in 
den erhaltenen Werten liegt weit iiber der Fehlergrenze, so daB es 
angezeigt ist — will man brauchbare Mittelwerte erhalten —, nur exakte 
Mischproben aus dem gesamten Organ zu verwenden. In den Misch- 
proben ist der Gehalt an léslichem Purinstickstoff im allgemeinen 
ziemlich gleichférmig und bewegt sich zwischen 62,7 und 73,0 mg-°,. 
Als Mittelwert ergibt sich aus der Summe des Nucleotid-, Nucleosid- 
und Purinstickstoffs ein Wert von 67 mg auf 100 g frischen Leberbreies 
Angaben iiber den Gesamtpuringehalt der Kaninchenleber konnten 
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tabelle Ia. Verteilung der freien Nucleotide, Nucleoside und 
léslichen Purine auf die einzelnen Leberlappen. 





b c d 
Gesamt-N 
des Trichlor- 
essigsiure- 
extraktes 


Nucleosid- Gesamt- 
Nucleotid-N | und léslicher Purin-N 
Purin-N Summe a+b 


Versuch 


mg-°/o mg-9 ; mg-° 9 


Rechter Lappen 23,0 59,0 
Mittel- me 18,5 52.1 
Linker i 32,2 77.0 

Mittelwert : 24,6 62,7 


Rechter Lappen 22,5 67,5 240,0 
Linker ‘i 46,5 27,6 74,1 285,0 


Mittelwert: 45,75 25,05 70,8 262.5 


Tabelle Ib. Freie Nucleotide, Nucleoside und lésliche Purine in 
der Gesamtleber (Mischproben). 





b c d 
Gesamt-N des 
Trichloressigsdure- 
extraktes 


Versuch Nucleosid- 
Nucleotid-N und léslicher 
Purin-N 


Gesamt-Purin-N 
Summe a + 


Nr. mg-°/» mg-°/> | mg-°/9 mg-°/5 


38,1 31,6 69,7 274,4 


49,0 i4,3 63,3 
5 41.0 32,0 73,0 = 


Mittelwert: 42,7 26,0 68,7 


in der Literatur nicht gefunden werden. Fiir die Rinderleber wurde 
von Fellenberg (4) ein Puringehalt von 0,201°, ermittelt, entsprechend 
einem Purinstickstoffgehalt, nach Fellenbergs Faktor berechnet — von 
rund 93,5 mg-°,,. Nimmt man fiir die Kaninchenleber auch einen etwas 
héheren Wert an Gesamtpurin an — nach den Ergebnissen der weiter 
unten zu besprechenden Autolyseversuche diirfte ein Gesamtwert 
um 150 mg-% annahernd das Richtige treffen —, so wiirden nicht ganz 
50°, des Gesamtpurinstickstoffs auf die Nucleotide, Nucleoside und 
freien Purine entfallen. 

Das Verhaltnis des Nucleotid-N zum Nucleosid-N ergibt etwas 
gréBere Schwankungen. Es finden sich bei den Nucleotiden in Prozenten 
des Gesamtpurinstickstoffs ausgedriickt, Werte zwischen rund 55 und 
77%. In gleicher Weise schwankt der Gehalt der Nucleoside und freien 
Purine zwischen rund 23 und 45%. Als Mittel ergibt sich fiir den 
Nucleotidstickstoff rund 63°, fiir den Stickstoff der Nucleoside und 
freien Purine rund 37°%,. Gleichférmiger scheint der Anteil des Purin- 
stickstoffs an dem nicht koagulierbaren Gesamtstickstoff zu sein. Er 
liegt nach vorliegenden Bestimmungen zwischen 25 und 28°, des Gesamt- 
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stickstoffs. Von wesentlichem Interesse erschien es nun, das Verhalt« :; 
dieser Purinfraktion bei der Autolyse zu untersuchen. Ist doch «: 

Gehalt der Leber an Nucleotidasen, Nucleosidasen und Purinoxydase;; 
seit langem bekannt und lé8t daher auch weitgehende Anderungen im 
Verhaltnis der einzelnen Fraktionen im Verlauf der Autolyse erwarte: 
Die Untersuchungen wurden absichtlich ohne Pufferung angestellt 
um nicht den Gang der Autolyse, die ja bekanntlich bei saurem px am 
giinstigsten fortschreitet, zu beeinflussen. Im allgemeinen wurde ein 
Autolysendauer von 24 Stunden angewendet. In dieser Zeit ergab sicl: 
ein betrachtlicher Anstieg des nicht koagulierbaren Stickstoffs um 100 
bis 200°% des Ausgangswertes. Demgegeniiber bleibt der Zuwachs an 
Purinstickstoff innerhalb dieser Zeit wesentlich zuriick und_ betray 
im Mittel rund 15% (siehe Tabelle Ic). ErwartungsgemaB sinkt dabei 


Tabelle Ic. Autolyseversuch an Normallebern (Mischproben). 
Anmerkung. Die Nummern der Versuche entsprechen hier wie in den 
weiteren Tabellen den korrespondierenden Frischversuchen an den gleichen 
rn: 
Pieren. 





b e d e f 
, | Zunahme 
| r Gesamt-N . 
Ver- Auto- il Nucleo- | Gesamt- Zunahme des __, des . 
such lysen- * id. _- sid- und! Purin-N Beech. Trichlor- Conemt 
dauer| “4-N porin-N| a+b bee I” lessigsiiure-| ,8°8e" 
ersuch axivalte Frisch- 
| , versuch 
Std. | mg-9/) mg-%/9 | mg-/o 9/5 mg-°/ 0/5 


174 1065 | — 


12,0 736 | 207 
16.0 660 | 131 


Mitte 75 | 21,0} 121,8 


Rechter Lappen| 24 | 12,9 62,8 
Linker 24 9,9 | 68,0 


Mittelwert: 11,4 62,9 


3 24,0 48,0 
5 | 20,0 75,0 


Mittelwert ohne 1: | 16,7.| 62,2 | 
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der Anteil der Nucleotide gewaltig ab, wihrend die Fraktion der Nu- 
cleoside und freien Purine eine entsprechende Zunahme erfahrt, so dali 
sich eine Umkehr des Verhaltnisses gegeniiber dem frischen Organ 
ergibt. Eine langere Dauer der Autolyse bis auf 75 Stunden bedingt 
eine entsprechende Zunahme des nicht koagulierbaren Stickstoffs 
neben einer betrachtlichen Steigerung des léslichen Purinanteils, der eine 
Zunahme um rund 175% erfahrt. Auch hier sind es in erster Linie die 
Nucleoside und freien Purine, welche an dieser Zunahme beteiligt sind. 
Ein abschlieBendes Urteil iiber den Umsatz der freien Purine geben die 
hier wiedergegebenen Zahlen freilich nicht, da immer mit der Méglichkeit 
zu rechnen ist, daB im Verlauf der Autolyse auch der oxydative Abbau 
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der Purine bis zum Allantoin weitergeht, das nach der hier angewandten 
Methodik nicht mitbestimmt wird. Aus diesem Grunde sind die hier 
wiedergegebenen Zahlen nur als Minimalwerte anzusehen. 


Das Verhalten der freien Nucleotide und Nucleoside nach Adrenalin- und 
Insulininjektion. 

Nach Aalteren Untersuchungen von Falta (5), Stransky (6), Pohl (7), 
Fleischmann und Salecker (8) bewirkt Adrenalin eine betrachtliche Steigerung 
der Allantoinausscheidung beim Hund bzw. Kaninchen. Nach Harpuder (9) 
handelt es sich bei dieser Adrenalinwirkung méglicherweise um eine Aus- 
schwemmung aus dem Gewebe. 

Von diesem Gesichtspunkt aus war es von Interesse, den EinfluB 
des Adrenalins auf den Gehalt der Leber an freien Purinen und deren 
Verteilung zu untersuchen. Es wurden im ganzen sechs derartige Ver- 
suche angestellt, bei denen den Tieren Mengen zwischen | bis 3 mg 
Adrenalin subcutan injiziert wurden. Die Tétung erfolgte nach ver- 
schiedenen Zeiten, teils nach Abklingen, teils auf der Héhe der Adrenalin- 
wirkung. In zwei Fallen, bei denen langere Zeit nach der Injektion 
verstrichen war, konnte eine nicht unbetrachtliche Steigerung der lés- 
lichen Purine gegeniiber den bei normalen Tieren gefundenen Werten 
beobachtet werden. Die iibrigen Versuche, in denen die Tiere auf der 
Hohe der Adrenalinwirkung getétet wurden, ergaben beziiglich des 
Gehalts an léslichen Purinen keine wesentliche Verschiebung gegeniiber 
der Norm. Auffallend ist, daB in der Halfte der untersuchten Falle, 
darunter in dem einen mit betrachtlicher Vermehrung des léslichen 
Purins, sich auch das Verhaltnis des Nucleotidstickstoffs und Nucleosid- 
stickstoffs zu Gunsten der Nucleoside und freien Purine verschiebt, so 
daB man in diesen Versuchen méglicherweise eine Bestatigung der von 
Har puder ausgesprochenen Ansicht erblicken kann, da8 unter Einwirkung 
des Adrenalins bzw. des sympathischen Nervensystems eine Mobili- 
sierung von Purin aus dem Gewebe erfolgen kann (siehe Tabelle Ila). 

Untersucht man derartige Lebern in ihrem Verhalten bei der Auto- 
lyse, so ergibt sich eindeutig, daB unter Adrenalinwirkung die Autolyse 
gewaltig gesteigert ist; in einem der Faille betragt die Steigerung des 
Gesamtstickstoffs mehr als das Fiinffache. Die Gesamtzunahme der 
Purine ist in diesen Fallen gegeniiber den Normalfallen auch wesentlich 
gesteigert: von rund 15 auf 33%, so daB man schlieBen mub, daB diese 
Steigerung der Autolyse auch einen gesteigerten Zerfall der Nuclein- 
siiuren mit einschlieBt. Bemerkenswerterweise ist diese Steigerung am 
geringsten in den Fallen, in denen bereits unmittelbar nach dem Tode 
des Tieres eine betrachtliche Vermehrung der Purine nachweisbar wird. 
Auch diese Tatsache lieBe sich im Sinne der Harpuderschen Auffassung 
verwerten (siehe Tabelle I1b). 
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Tabelle Ila. Adrenalinversuche. 





b e d 
es Gesamt-’ 
Nuel Nucieo- Gesamt- des 
Versuch Anordnung . id y, sid- und purin-N Trichloy 
tid-2 Purin-N a+b — essigsiur 
extrakte 
mg-° 5 mg-° ; mg-°/5 mg-! 


me Adrenalin subcutan. 
Totung nach Abklingen 
der akuten Erscheinungen 46,0 94,0 


mg Adrenalin subcutan. 
Totung wie6 2... . ;, 32,0 90,0 


mg Adrenalin subcutan. 
Totung auf der Hohe der 
Wireane. (5 8. e. 33,0 74,0 


mg Adrenalin subcutan. 
Toleap-wieS: : 2k. 41,0 61,0 


mg Adrenalin subcutan. 
Innerhalb 1 Std. Totung 
ae aie tarsi 38,4 13,4 51,8 267,0 


mg Adrenalin subcutan. 
Innerhalb 1'/) Std. Totung 
Wie'S 8S € ee 44.8 28,5 73,3 273,0 sam 


Mittelwert: 41,7 82.8 74,0 270.0 Bes 
saul 
Pur 
b 2 d e f Ste 


Tabelle Ilb. Autolyseversuche nach Adrenalin. 





P . | Zunahme schi 
. Zunahme  Gesamt-N =e 
. : Nucleo- Gesamt- ; Purins ' . 
: Auto Nucleo- = ucleo resaMy- des Purins _ des Gdaamen Her 
Versuch  lysen- tid-N sid- und Purin-N gegen Trichlor- : s y 
dauer ; Purin-N a+b Frisch- —_ essigsiiure- Fon Die 
aaah. 
versuch — extraktes efile 
versuch spre 
Std. mg-°/5 mg-° mg-° O/9 mg-° 0 7.1 
£ g-"io0 g-"lo ( £-"/0 0 Zal 


24 24.0 74,0 98,0 4,0 ; Pat 
24 26.0 | 78,0 104.0 15.6 
24 26.0 74,0 100,0 35.1 
9 24 18.0 | 72,0 90.0 47.2 
10 24 93.3 56.4 79.7 53.8 801 200 
11 24 20.1 80,2 100.3 37,0 1515 455 


Mittelwert: 22,9 72,1 95,3 32.9 1158 328 


Gegeniiber der immerhin feststellbaren Wirkung des Adrenalins 
ergibt sich fiir das Insulin im akuten Versuch, wie er hier angestellt 
wurde, keine nennenswerte Beeinflussung des Gehalts der Leber an 
Nucleotiden und Nucleosiden gegeniiber der Norm (siehe Tabelle I1La). 
Wohl aber zeigt sich auch nach Insulin die schon beim Adrenalin ge- 
fundene enorme Steigerung der Autolyse in der Vermehrung des ge- 
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Tabelle Illa. Insulinversuche. 





b J d 
; Gesamt-N 
N Nucleo- Gesamt- des 
Versuch Anordnung , — sid- und Purin-N Trichlor- 
tid-: Purin-N a4 essigsiiure- 
extraktes 
mg-°/¢ mg-9 mg-°! > mg-° 


160 EK. Insulin  intravends 
normal ernahrtes ‘Tier. 
Totung nach 3 Std. im 
hypoglykamischen Anfall 2, 31, 73,0 


120 EK. Insulin intravends 
nach 24 Std. hungern. 
Totung nach mehreren 
leichten Anfillen nach 
PEM ees ees TP we 59,8 290 


90 E. Insulin subeutan nach 
24 Std. hungern. Tétung 
nach 5 Std. im ersten 
starken Anfall. . . . . 38,1 24,2 62,3 


; 


Mittelwert: 39.1 25,9 65,0 


samten, nicht koagulablen Stickstoffs auf das Fiinffache und dariiber. 
Besonders deutlich tritt hier auch die gesteigerte Autolyse der Nuclein- 
siuren hervor, die ihren Ausdruck in einer Steigerung der léslichen 
Purinfraktion um rund 66% gegeniiber dem Ausgangswert findet. Eine 
Steigerung der Autolyse unter Insulineinwirkung ist bisher nicht be- 
schrieben worden. Vielmehr wurde von Simon und Weiner (10) eine 
Hemmung der Autolyse der Leber nach Injektion von Insulin behauptet. 
Die vollkommen gleichartigen Ergebnisse in den mitgeteilten Versuchen 
sprechen gegen diese Ansicht und die aus nicht sehr tiberzeugenden 
Zahlen gezogenen SchluBforderungen der genannten Autoren (siehe 
Tabelle LILb). 


Tabelle IIIb. Autolyseversuche nach Insulin. 





d e f 
Nucl Zunahme  Gesamt-N ee 
Auto- : Vucleo- Gesamt- jes Pur jes 
; Nucleo- * amt- des Purins des Poet 
Versuch  lysen- tid-N sid- und Purin-N gegen Trichlor- Gesamt N 
dauer . Purin-N a+b Frisch- _ essigsiiure- gegen 


versach extraktes —- 
versuch 


Nr. Std. mg-9% 5 mng-?/; mg-°/, 0/5 mg-°)5 
12 24 26,0 86,0 112.0 55,8 

13 24 26.6 80,6 107.2 19.5 1640 
14 24 23,5 77.0 100.5 61,5 1440 


Mittelwert: 25.4 $1.2 106.6 65.6 1540 





G. Dell’ Acqua: 


Nucleotide und Nucleoside bei Phosphorvergiftung. 


Die Steigerung der Autolyse der Organe phosphorvergifteter Tir 
ist eine langst bekannte Tatsache. Ganz allgemein kann man sage: 
daB unter Einwirkung des spezifischen Zellgiftes Phosphor eine Ei 
fesselung der verschiedensten Fermentsysteme bisher eindeutig nac! 
gewiesen wurde. Bei der Analogie, die man zwischen dem Bild de: 
Phosphorvergiftung einerseits und der akuten gelben Leberatrophi 
andererseits ziehen kann, schien es auch fiir die Pathologie von I) 
teresse, das Verhalten der freien Nucleotide und Nucleoside bei de: 
Phosphorvergiftung zu untersuchen. In den Versuchen, die alle zi 
dem gleichen Ergebnis gefiihrt haben, ergibt sich quantitativ eine enorme 
Steigerung des Gehalts der Leber an léslichen Purinen, der in einem Fai! 
mehr als das Doppelte des normalen Durchschnittswertes betragt 
Von dieser Steigerung sind die Nucleotide einerseits, die Nucleosic 
und freien Purine andererseits gleichmaBig betroffen (siehe Tabelle IVa), 


Tabelle IVa. Phosphorvergiftung. 





b c d 
J Gesamt-N 
Nucleo- Gesamt- des 
sid- und Purin-N Trichlor 
Purin-N athb essigsiure 
| extraktes 
mg-9/o mg-/o mg-9/o mg-° 


Versuch Anordnung Nucleo- 
tid-N 


5mz Phosphor am 1., 
3. und 5. Tage subcutan. 
Leber sebr stark verfettet. 
Harn-Urobilinogen — sehr 
vermehrt 


Je 5mg Phosphor wie 15. 
Leber maBig  verfettet. 
Harn-Urobilinogen — ver- 
WUBEE SA ey eS 3. 105.6 


Je 5mg Phosphor am 1. 
und 4. Tage. Tostung am 
5. Tage. Leber mabig ver- 
fettet. Harn-Urobilinogen 
sehr vermehrt...... 53.8 41.4 95,2 


Mittelwert: 63.5 48,3 111.9 


e 
Die Autolyse ergibt eine in diesem Falle auffallend geringe Zunahm« 
des léslichen Purinstickstoffs, sei es nun, daB durch die Phosphor- 
vergiftung an sich der Zerfall schon intra vitam sozusagen das Maximum 
fiir das Organ erreicht, sei es, daB einem gesteigerten Zerfall der Nucleo- 
tide und Nucleoside auch eine gesteigerte oxydative Umwandlung in 
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\llantoin parallel geht (siehe Tabelle IVb). Bei einer Autolysendauer 
von 48 Stunden konnte allerdings noch eine deutliche Steigerung des 
loslichen Purinstickstoffs festgestellt werden, die in der GréBenordnung 
mit der unter Adrenalinwirkung in 24 Stunden beobachteten zu- 
sammenfallt. 


Tabelle IVb. Autolyseversuche nach Phopshorvergiftung. 





d e f 
Zuhahme 
des 
Gesamt-N 
regen 
Frisch- 
versuch 


; ? Zunahme Gesamt-N 
Auto- Nucieo- Nucleo- Gesamt- des Purins des 
Re ae Nucleo “ : : 
Versuch  lysen- tid-N sid- und Purin-N gegen Trichlor- 
dauer 7 Purin-N a+b Frisch- | essigsiure- 
versuch extraktes 


Std. mg-9/ mg-9/o mg-9/» 0), mg-% » 


f 24 35,0 96,0 131,0 
16 24 36,0 79,0 115,0 
17 48 27,6 101,0 128.6 


Mittelwert: 32.9 92,2 124,9 


Zusammenfassung. 


1. Untersuchungen iiber den Gehalt der Kaninchenleber an freien 
Nucleotiden, Nucleosiden und freien Purinen nach der Mikromethode 
von Kerr und Blish ergaben keine gleichmakige Verteilung dieser lés- 
lichen Purinfraktionen auf die einzelnen Leberabschnitte. An Misech- 
proben normaler Lebern wurde ein durchschnittlicher Gehalt an lés- 
lichen Purinen von rund 67 mg-°, ermittelt. Davon entfallen etwa 
zwei Drittel auf die Fraktion der Nucleotide, ein Drittel auf die Nucleo- 
sid- und Purinbasenfraktion. 


2. Bei einer Autolysendauer von 24 Stunden im nicht gepufferten 
Milieu nimmt die Fraktion der léslichen Purine nur maBig — im Mittel 
um 15° — zu. Das Verhaltnis Nucleotid-N zu Nucleosid- und Purin-N 
kehrt sich bei der Autolyse um. 


3. Unter Adrenalinwirkung findet sich in einem Teil der unter- 
suchten Falle eine deutliche Einwirkung auf den Gehalt der léslichen 
Purine, die eine betrachtliche Zunahme erfahren. Der Anteil der Nucleo- 
side und freien Purinbasen erscheint auf Kosten der Nucleotide in rund 
der Halfte der Versuche vermehrt. Die Autolyse nach Adrenalin ist 
wesentlich gesteigert und betritft auch die léslichen Purine, die eine 
Zunahme um rund 33°% erfahren. 


4. Insulin ist im akuten Versuch auf die Menge und das Verhaltnis 
der einzelnen léslichen Purinfraktionen ohne Einwirkung. Im Autolyse- 
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Versuch ergibt sich eine enorme Steigerung, an der auch die léslich 
Purine mit einer Steigerung um 66% beteiligt sind. 


5. Phosphorvergittung bewirkt eine bis 100°, betragende Zunahny 
der léslichen Purinfraktionen. Autolyse von 24 Stunden bewirkt hier 
keine nennenswerte Zunahme dieses Anteils. 
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Uber den Guanidinkern im Pseudomucin. 


Von 
Heinrich Fuchs. 
(Aus dem Institut fiir physiologische Chemie der Universitat Wiirzburg.) 


(Eingegangen am 24. Juni 1935.) 


Gelegentlich seiner Untersuchungen tiber das Pseudomucin kam 
I. Otort (1) zu der Vermutung, daB sich im Molekiil dieses EiweiBkoérpers 
neben dem Arginin vielleicht noch ein zweiter Baustein mit dem Guanidin- 
kern vorfande. Einerseits hatte er bei Hydrolyse des Pseudomucins 
mit 30° iger Schwefelsdure neben 0,29° Arginin (als Pikrolonat ge- 
wogen) noch 0,04°, Guanidin (als Pikrat bestimmt) festgestellt, anderer- 
seits bei einer Spaltung mit Zinnchloriir und Salzsaure nach Habermann 
und Hlasiwetz (2) 0,77% Arginin und 0,03°, Guanidin gefunden. Das 
(yuanidinpikrat war in letzterem Falle durch N-Bestimmung identifiziert. 
Spater unterzog Ofori (1) 90 g Pseudomucin der Oxydation mit Calcium- 
permanganat fast bis zum Verschwinden der Biuret-Reaktion. Hierbei 
kam er zu eine’ Guanidinmenge, welche auf Arginin umgerechnet 
5,36°%, dieser Hexonbase im Pseudomucin voraussetzen wiirde, wenn 
das gesamte Guanidin aus Arginin entstanden ware. Dab in der Tat 
bei Permanganatoxydation von Arginin in guter Ausbeute Guanidin 
zu gewinnen ist, war schon vorher von Fr. Kutscher (3) festgestellt 
worden. Die bei der Oxydation von Pseudomucin erhaltene unverhalt- 
nismaBig groBe Guanidinmenge mute in der Tat den Gedanken nahe- 
legen, daB sich in diesem EiweiBkérper neben dem Arginin noch ein 
zweiter Trager des Guanidinkerns finde. 

Da mir eine — allerdings nur kleine — Menge Pseudomucin (17 g) 
zur Verfiigung stand!, war es mir méglich, der von Otor? angeregten Frage 
erneut nachzugehen. Die Bestimmung des Arginins war inzwischen durch 
das Flaviansaurevertahren (4) wesentlich verbessert worden, und ich 
habe mich bemiiht, fiir die Bestimmung des Guanidins nach Perman- 
ganatoxydation mit der Pikratmethode ein Verfahren auszuarbeiten, das 
einerseits Verluste soviel wie méglich vermeidet, andererseits aber die 
Wagung analysenreinen Guanidinpikrats zugrunde legt. 

Um die Wirkung der Permanganatoxydation genauer kennen zu 
lernen, habe ich zuerst mit reinem Arginin sowie mit Kreatin, Kreatinin, 
Methylguanidin und auch mit Guanidin selbst Versuche angestellt. 


1 Ich verdanke sie der Liebenswiirdigkeit des Herrn Dr. E. Miller, 
Marburg a. d. Lahn. 
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Die Resultate der im experimentellen Teil geschilderten Versuc! 
ergeben sich aus der folgenden Ubersicht : 





Menge Cibeteeaniie Guanidin-Pikrat Ausbeute 
g . ‘ig g %p 
Guanidin-Chlorid. 

0.2501 4 Minuten Kochen 0,7468 99,05 
0,2501 21, Std. Heizschrank 0,6373 84,58 
0,1186 41), . au 0,1806 50,50 
0.1186 ae « id 0,1574 44,02 
0,1186 12 - e 0,1360 38,01 
Methylguanidin-Chlorid. 

0,3139 11), Std. Heizschrank 0,7496 90,79 
0,3139 2 - 0,7190 87,08 
0,3139 2)/, " 0,6700 81,14 
0,2617 Wee ee 0,4419 80,26 
Kreatin. 

0,0869 9 Std. Heizschrank 0,1946 100,83 
0.0869 , i 0,1844 96,56 
Kreatinin-Chlorid. 

0,1764 2'/, Std. Heizschrank 0,2886 84.93 
0,1764 , “ s 0,2640 ti,ta 
0,1764 7 . 0),2382 70,12 
d-Arginin-Chlorid. 

0,1693 41), Std. Heizschrank 0,2792 99,69 
0,1693 4 i 0,2581 92,12 
0,2497 2! 0,3088 74,77 
0,2497 5 


2 én 


: 4 0.2809 67,98 


Wie man sieht, vertrigt Guanidin selbst die Permanganatoxydation 
bei Siedehitze eine Zeitlang, wird aber bei vielstiindigem Aufenthalt 
des Oxydationsgemisches auf dem Wasserbad oder im Heizschrank 
doch allmahlich zerstért, so daB nach 12 Stunden nur noch 38,01 °%, 
wiedergefunden werden. Es sei betont, da bei allen Versuchen 
alkalische Reaktion streng vermieden und immer fiir schwach saure 
gesorgt wurde, daB also eine Zerstérung des Guanidinkerns durch 
Alkaliwirkung nie in Frage kam. Um méglichst schonend vorzugehen, 
sind diese Oxydationen und auch die der noch zu schildernden Pseudo- 
mucinhydrolyse nur bei einer Temperatur von 65° durchgefiihrt. Wie 
die Tabelle zeigt, gelingt es auf diese Weise, den Guanidinkern weitgehend 
zu schonen und in hoher, in einigen Fallen sogar theoretischer Ausbeute 
zu isolieren. 

Nach diesen Vorstudien ging ich auf das Pseudomucin tiber. Ich 
wandte zuerst das Verfahren auf 3,6 g Pseudomucin an, die in Wasser 
aufgeschwemmt und mit 17 g Natriumpermanganat 1'/, Stunden bis 
zur Entfarbung bei Siedehitze gehalten wurden. Die Flissigkeit zeigte 
indessen noch immer einen positiven Ausfall der Probe von Sakaguchi (5), 
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woraus hervorging, daB noch nicht alles Guanidin frei war, sondern 
zum Teil noch im Zusammenhang mit einer Seitenkette (vielleicht als 
\rginin- oder Guanidinbuttersaure) (3) vorlag. Dieser Versuch wurde 
deshalb abgebrochen. In Riicksicht auf die geringe Menge meines 
Materials strebte ich tibersichtliche Verhaltnisse an, indem ich das 
Pseudomucin zuerst einer zwélfstiindigen Hydrolyse mit 30°, iger 
Schwefelséure unterzog und in einem Teil des Hydrolysengemisches 
die Oxydation vornahm. Ein anderer Teil wurde zur Bestimmung des 
Arginins mit der Flavianséuremethode benutzt, deren gute Brauchbar- 
keit ich in einem besonderen, darauf gerichteten Versuch bestatigen 
kann. In der folgenden Ubersicht finden sich neben den Ausbeuten 
an Arginin (als Flavianat gewonnen) diejenigen Argininausbeuten, 
welche errechnet werden kénnen, wenn man die erhaltenen Guanidin- 
mengen ausschlieBlich auf oxydiertes Arginin bezieht: 





Menge 
Pseudomucin 


g 


%/, Arginin 
im Pseudomucin 


| 
Versuchsart Ausbeute 
| 


Hydrolyse 0,3709 g Arginin-Flavianat 2,65 
0.0607 ¢ Fe 2,16 
Oxydation 0,2302 g Guanidin-Pikrat 2,78 
. 0,0379 g ” 2,29 


Die in beiden Fallen vorhandene ziemlich weitgehende Uberein- 
stimmung léBt angesichts der erwiesenen Brauchbarkeit der Oxydations- 
methode zur quantitativen Ermittlung der Guanidinmengen den SchluB 
zu, daB nach H ydrolyse des Pseudomucins neben dem Arginin ein zweiter, 
den Guanidinkern enthaltender Eiweifbaustein nicht vorhanden ist. Hervor- 
heben méchte ich, daB es sich hierbei allerdings nicht um eine direkte 
Nachpriifung der Versuche von Otort handelt, der bei Permanganat- 
oxydation des Pseudomucins ohne vorherige Hydrolyse die oben ge- 
nannte hohe Guanidinausbeute erzielte. Leider reichte die mir zur 
Verfiigung stehende EiweiBmenge hierfiir nicht mehr aus. 


Experimenteller Teil. 

1. Permanganatoxydation von Arginin. 0,16928 g Argininmonochlorid 
in 4cem Wasser wurden mit 40 cem 4° iger Natriumpermanganatlésung 
4'/, Stunden bei 65° im Heizschrank gehalten. Durch Zugabe von 8 ccm 
2n H,SO, wurde erreicht, daB die Reaktion dauernd sauer blieb. Hierautf 
erhitzte ich zum Sieden, gab nochmals 8 cem 2 n H,SO, binzu und versetzte 
vorsichtig mit gesattigter Oxalsdurelésung. Hierdurch wurde der ab- 
geschiedene Manganschlamm gelést und eine vollig farblose Fliissigkeit 
erzielt. Zur Beseitigung des Mangans gab ich nach Abkiihlen langsam 2 n 
NaOH bis zum Auftreten cureumaalkalischer Reaktion hinzu. Vom ab- 
geschiedenen Manganhydroxyd wird abfiltriert, worauf nach dreimaligem 
Waschen des Niederschlags Filtrat samt Waschwassern mit 2n H,SO, 
schwach lackmussauer gemacht wird. Jetzt folgt Eindampfen auf dem 
Wasserbad zur Trockne und Beseitigung des reichlich ausgeschiedenen 
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Na,SO, durch Aufnehmen mit Methanol, welches Guanidinsulfat lés:. 
Nach Abdampfen des Methanols auf dem Wasserbad fallt man aus geringy 
wisseriger Losung mit gesaittigtem wasserigem Natriumpikrat und filtrie: 
das abgeschiedene, auBerordentlich schwer lésliche Guanidinpikrat al 
welches nach einmaligem Waschen und Trocknen zur Wagung kommt. EF 
zeigt dann bereits den fiir Guanidinpikrat erwarteten Zersetzungspunkt 
von 310° und ist aschefrei. Analyse nach einmaligem Umkristailisieren 

3,58 mg Substanz: 0,91826 ccm N, (20°, 746 mm). 

CN;H; .C,H,;0,N;: Ber. N 29,22, gef. N 29,33. 
Auf diese Weise wurden auch die anderen oben angefiihrten Guanidin 
derivate oxydiert. — Fiir die Brauchbarkeit dieser Aufarbeitungsmethode 
moge auch angefiihrt werden, daB es mir gelegentlich der Konstitutions 
aufklirung des Asterubins (6) gelang, aus 97 mg Asterubin 61 mg Guanidin 
pikrat zu erhalten. 

2. Permanganatoxydation von hydrolysiertem Pseudomucin. 15,213 ¢ 
Pseudomucin werden in einem Gemenge von 92 cem Wasser und 23 cem 
konz. H,SO, 12 Stunden am RiickfluBkiihler gekocht. Die Schwefelsaure 
beseitigte ich bis zur nur noch lackmussauren Reaktion mit Baryt und engte 
nach griindlichem Auswaschen des Bariumsulfatniederschlags mit heiBem 
Wasser Filtrat und Waschwasser auf 150cem im Vakuum ein. Davon 
wurden 50cem mit 40g Natriumpermanganat und 100 cem 2n H,SO, 
versetzt und 4!/, Stunden bei 65° im Heizschrank stehengelassen. ‘Die 
Aufarbeitung in oben geschilderter Weise ergab 0,2302 g Guanidinpikrat. 
Bei dieser EiweiBoxydation ist dem Guanidinpikrat noch Ammonium- 
pikrat beigemengt, das sich unschwer beseitigen laBt, indem man vor dem 
Abfiltrieren auf 50° erwarmt, wobei das Ammoniumpikrat in Lésung geht, 
ohne daB® nennenswerte Verluste an Guanidinpikrat auftreten. 

4,39 mg Substanz: 1,11916 cem N, (20°, 743 mm). 
CN,H,;.C,H,0,N;: Ber. N 29,22, gef. N 29,04. 
Ein anderer Teil dieses Hydrolysengemisches wurde mit starker Flavian- 
siurel6sung voéllig ausgefallt. Nach mehrtagigem Stehen saugte ich ab, 
wusch mit einem Gemenge von 5% H,SO, und Flaviansaéure und erhielt 
nach dem Trocknen 0,3709 g Argininflavianat. 
5,09 mg Substanz: 0,76440 cem N, (21°, 743 mm). 
CyH,4N,O, . CypHgN,SO,: Ber. N 17,22, gef. N 17,05. 
Ein analog durchgefiihrter Versuch mit 1 g Pseudomucin ergab 0,0379 g 
Guanidinpikrat : 
6,04 mg Substanz: 1,56996 cem N, (21°, 744 mm). 
CN,H,;.C,H,0,N,;: Ber. N 29,22, gef. N 29,35 
und 0,0607 g Argininflavianat : 
4,48 mg Substanz: 0,6762 cem N, (18°, 748 mm). 
Cg HyyN 4O, . CypHgN,SOg: Ber. N 17,22, gef. N 17,42. 
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Uber die Wirkung von Anemonin auf Mikroorganismen. 
Von 
Friedrich Boas und Rudolf Steude. 
Aus dem Institut fiir Botanik und Pflanzenpathologie der Technischen 
Hochschule in Miinchen.) 
(Eingegangen am 27. Juni 1935.) 


Mit 2 Abbildungen im Text 


Bei friiheren Arbeiten zur Wirkungsphysiologie einheimischer 
Pflanzen | Boas (1) (2) (3) bzw. Bornebusch (4)| wurde festgestellt, daB 
wasserige Ausziige aus verschiedenen Arten von HahnenfuB (Ramun- 
culus) im Gegensatz zu Ausziigen aus anderen Pflanzen nicht oder nur 
ganz schlecht faulten. Diese Eigenschaft ist bei der groBen Verbreitung 
der einheimischen HahnenfuBarten von groBer Bedeutung, nicht nur 
z. B. fiir die Landwirtschaft, sondern auch fiir den Gesamtkreislau/ 
des Lebens. Da HahnenfuBreste auch in den Boden kommen, kénnen 
sie auf die Mikroorganismenwelt und schlieBlich auf die Humusbildung 
einwirken, Eine Reihe von Eigenschaften der HahnenfuBsafte und 
eine Giftigkeitsreihe der HahnenfuBarten hat in meinem Institut 
Bornebusch (5) durchgefiihrt. Strittig blieb in erster Linie die Frage 
nach der Giftigkeit reinen Anemonins und der Ilsoanemoninsdure. 
Anemonin wurde nach der chemischen Seite von Beckurts (6) und in 
den letzten Jahren von Asahina (7) und Mitarbeitern eingehend unter- 
sucht. Von uns (R. Steude) aus Ranunculus acer dargestelltes Anemonin 
wurde in der Regel in Olivené] gelést und auf seine keimtétende Wirkung 
untersucht. Das Olivenél wird dabei durch Schiitteln in den verwendeten 
Nahrlésungen verteilt. Da natiirlich das fein verteilte Olivenél schlieBlich 
an die Oberfliche geht (aufrahmt), ist in den tieferen Schichten der 
Nahrlésung schlieBlich nur dem minimalen Lésungsdruck entsprechend 
eine sehr kleine Ancmoninwirkung vorhanden. Weiter wurden auch 
Ather-Olivenéllésungen benutzt. Der Ather verdampft namentlich 
im Brutschrank sehr rasch, so daB je nach der Oberflache der Nahr- 
lésungen schon nach 24 Stunden geimpft werden kann. Durch Kochen 
von Anemonin mit Wasser am RiickfluBkiihler laBt sich eine wirksame 
wisserige Anemoniniésung gewinnen. Die saure Reaktion ist bedeutungs- 
los, da ja die angewandten Mengen zu gering sind, als da sie in den 
hinreichend gepufferten Néahrlésungen eine Reaktionsverschiebung 
von Bedeutung hervorrufen kénnten. 

Fir die Priifung der Anemoninwirkung kamen zwei Gruppen 
von Nahrlésungen in Betracht: 

a) eine synthetische. Diese ist wuchsstoffarm (Bios-arm) 

b) Hefewasser, Wiirze. Diese sind wuchsstoffreich. 
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In allen Fallen wirkt Anemonin ziemlich entwicklungshemme, | 
bzw. keimtétend, je nach der Menge des angewandten Anemonin 
Als Priifungsorganismen wurden verwendet: 

a) streng aerobe: Aspergillus, Rhizopus, Oidium, Mycoderma, 

b) fakultativ anaerobe: Unterhefe W. 


I. Anemonindarstellung. 

Fiir die Anemonindarstellung wurden 6 kg frische Pflanzen von Ranu 
culus acer verwendet [(14. Mai 1934), Neufreimann bei Miinchen]. Sic 
wurden gehackselt und dann durch eine Fleischhackmaschine getrieben, 
worauf der Brei durch eine FriichtepreBmaschine fast ,vollstaéndig vom 
Saft betreit wurde. Der PreSsaft wurde der Wasserdampfdestillation unter . 
worfen und das mit Kochsalz gesattigte Destillat erschépfend mit Ather (0,8 
extrahiert. Nach dem Verdampfen des Athers resultierte ein gelbes, beim 
Stehen kristallisierendes Ol. Die Kristalle wurden abgesaugt und aus 
Chloroform umkristallisiert. Die Mutterlauge erstarrt bei langerem Stehen 
zu einer teilweise mit Kristallen durchsetzten weiBen Masse. Der kristalli 
sierte Anteil laBt sich mit kochendem Alkohol in Lésung bringen. Als 
Riickstand bleibt ein weiBer, amorpher Koérper. Die eingeengten Alkohol 
auszige liefern eine nennenswerte Menge kristallisierter Substanz, die aus 
Chloroform umkristallisiert wird. Der kristallisierte Anteil schmilzt bei 
158° C und ist mit Anemonin identisch. Der amorphe Anteil entspricht der 
[soanemoninsaure. 

6250 ¢ frische Pflanzen ( 1375 g¢ trocken) lefern 3,75 Liter Saft. 
Ausbeute: 3,25 g¢ Anemonin (= 0,05°, der frischen, 0,23 °, der trockenen 
Pflanze). 

Der PreBsaft wurde am 16. Mai 1934 zum Faulen aufgestellt. Erste 
Anzeichen einer Faulnis am 18. Juli 1934, also nach mehr als 2 Monaten. 
Die ziemlich trockenen Treber wurden gleichfalls am 16. Mai in Petri- 
Schalen angefeuchtet dem Faulen iiberlassen. Erste Faulnisanzeichen am 
7. Juli 1934. Es ist also durch das Auspressen nur ein Teil des Anemonins nac 
bzw. seiner Muttersubstanz des AnemonenOls, entfernt. Das wolle bei der aufs 
Betrachtung der Ausbeutezahl beachtet werden. 

Fiir Anemonin geben Yasuhiko Asahina und Atsushi-Fujita folgende tros 
Formel an: CH,—C-—CH=CH 

\ | 
‘O CO 


O CO 


1 
C H,—C—C H=CH 
Hier und bei Boas und Bornebusch findet sich weitere Literatur. 


Il. Die Wirkung auf Mikroorganismen. Gif 
A. Synthetische Ndahrlosung. und 
1. Versuch mit Anemonin, gelést in Olivenél-Ather. Nahrlésung: l6su 
5°, Dextrose, 0,5°, Ammonsulfat, je 0,20°, KH,PO, und K,HPO,, 
0,5% MgSO, 
20 cem in Erlenmeyer-Kolben von 50 cem Inhalt. 
t= 20°C. Pilz: Mucor stolonifer. 
Beginn: 22. Dezember 1934. 
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\nemonin 24. XII. 1934 


mg 


0,0 
3,0 
1,5 
1,0 
0,3 


gekeimt 
0 
0 
0 
0 


Decke, Sporangien 
0 
0 
0 


Decke, Sporangien 
0 
0 
0 


beginnende Keimung 
O15 0 | schwache Decke, | 
0,03 gekeimt, submerses Wachstum 

wenn auch schwacher | , | 


Wachstum 


Anemonin ist also stark wirksam. Eine Konzentration von 1: 70000 
(0,3 mg in 21 cem) hemmt am Anfang des Versuchs noch die Keimung 
restlos. SchlieBlich ist nach emem Monat in einem Dichteverhaltnis 
1: 21000 (1 mg) jedes Wachstum gehemmt. 


B. Versuche mit ,,bios‘reichen Ndhrlésungen. 
2. Versuch. Nahrlésung Hefewasser mit 5°, Dextrose, nicht sterilisiert, 
also mit starker Bakterieninfektion. Geimpft mit Aspergillus niger. t = 35°C; 
200 cem in Erlenmeyer-WKolben. 





Gehalt an Anemonin 


Wachstum nach 


mg Zi Stunden _ “48 Stunden 96 Stunden 
0.0 starke Decke 

0.8 0 Spur sehr schwach 
2.4 0 0 Spur 

4,0 0 0 


In dieser sehr giinstigen Nahrlésung ist bei einer optimalen Temperatur 
nach 96 Stunden bei einer Konzentration von 1: 50000 jedes Wachstum 
aufgehalten. 

3. Versuch. Nahrlésung Glycerin (3°), Pepton 0,5°, Zucker (Dex- 
trose) 0,1°%. 200 cem in Erlenmeyer-Kolben. 





Gehalt an Anemonin Wachstum nach 


mg 48 Stunden 72 Stunden 


0,8 0 Spur 
2.4 0 Spur 
4,0 0 0 
Anemonin behalt also in den verschiedensten Nahrlésungen seine 
Giftwirkung bei. In einer mit Erdauszug bzw. Waschwasser von Samen 
und Friichten (Getreide) infizierten Hefewasser- oder Glycerin-Pepton- 
lésung tritt anfangs etwas Bakterienwachstum auf. Anemonin scheint 
also fir eine Reihe (—. anaerobionter) Bakterien wesentlich giftiger 
zu sein als fiir Pilze, wie Rhizopus nigricans und Aspergillus niger. 
Anemonin zeigt annahernd eine Parallelwirkung zum Rhodanion 
{ Boas (8)], nur ist Anemonin gegen Bakterien etwas weniger wirksam 
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als Rhodan. Man kénnte fast sagen, Anemonin ist ein spezitiziert: 
Pilzgift, im Gegensatz zum Rhodan, das von einer bestimmten Kor 
zentration an als universelles Bakteriengift auftritt. Anemonin scheint 
ganz besonders alle aerobionten Stadien zu treffen, wahrend es Ai 
aerobionten weniger heftig beeinfluBt. 

4. Versuch. Hefe als Versuchspilz (Saccharomyces cerevisiae, Unte 
hete Weihenstephan). 

a) Bierwiirze 5°,. 200cem in Erlenmeyer-WKolben. 





Gehalt an Anemonin Wachstum nach 


mg 3 Tagen 10 Tagen 
0,0 Lebhafte Garung, Bodensatz . 

- ve ; ’ | Uberall 
0,1 Schwache Garung, geringer Bodensatz 


deutliches 


0,4 Keine Garung, kein Bodensatz Weckatum 
0,6 Keine Garung, kein Wachstum sak 
b) Hefewasser mit je 1°, Rohr- und Wiirze und Hete 


Traubenzucker. wasser sind bekanntlich 





ideale Nahrlésungen fin 


Gehalt . . ° - 
an Anemonin Wachstum Hefe. In diesen L6 
nach 3 Tagen y ; : 
mg sungen liegt die Grenze 
der Wirksamkeit von 
0,0 Starker Bodensatz ha : ined 
0.4 Kein Bodensatz Anemonin zwischen 
0,6 Kein Bodensatz 1: 100000 und 1:50000, 


als Wirksamkeitsgrenze 
nehmen wir in Ubereinstimmung mit anderen Versuchen 1 : 66000 an. 
Bemerkenswert ist auch die Tatsache, daB schon eine Konzentration 
von 1: 100000 das Wachstum und die Garung um mehr als 50% ver- 
zogert. Wenn man die Kolben lingere Zeit sich selbst iiberlaBt, dann 
setzt schlieBlich auch in den Kolben mit hohen Anemoninkonzentrationen 
Wachstum ein. Das ist verstaindlich, weil die Hefe am Boden sitzt und 
Anemonin in lipoider Phase in die Oberfliche geht. 
SchlieBlich erhebt sich die Frage, wie sich zwei so widerstands- 
fahige Deckenbildner, némlich Mycoderma und Oidium, gegen Anemonin 
verhalten. Das zeigt der nachste Versuch. 


C. Versuch mit Mycoderma und Oidium lactis. 


Nahrlésung: Dunkle und helle Bierwiirze (8%). Beginn 5. Mai 1935. 
t= 20°C; Volumen 25 cem in Erlenmeyer-Kolben. 


I. Mycoderma. 





Zusatz Anemonin in Ol 
pas ——__—_______ Wachstum nach 4 Tagen Wiirze 
mg mg mg 
2 1 0,6 0,2 mg 0,0 mg Dunkel 
— — — Kleiner Ring Decke Dunkel 
- -- Geringer Bodensatz Keine Decke, Hell 


Bodensatz 
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Zusatz Anemonin in Ol . , . 
= ro prc ainhaiaceeeitieasinidiniaaateisil Wachstum nach 10 Tagen Wiirze 
mg mg 
2 1 0,6 mg 0.2 mg 0.0 mg . 
— — Ring, Spur Schwache Decke Dunkel 
Bodensatz Decke 
— -- Etwas Ganz dinne Diinne Decke Hell 
Bodensatz Decke 


Es wird also durch Anemonin 1 : 30000 annahernd das Wachstum 
von Mycoderma aufgehoben. 

Ein wichtiger Nebenbefund ist die Tatsache, dai in heller Wiirze 
Mycoderma anfangs als Bodensatz, also einigermaBen anaerob, wachst. 
Vom Standpunkt der Wandelbarkeit des Stoffwechsels aus | Boas (9)] ist 
das eine héchst bemerkenswerte Tatsache. 


Ill. Oidium lactis. 

Der Versuch mit Oidium lactis laBt die Anemoninwirkung an der 
GréBe der Decken- bzw. Ringbildung sehr scharf erkennen. In starkeren 
Anemoninkonzentrationen (1: 25000 aufs Gesamtvolumen berechnet) 
tritt anfangs nur am Glasrand [Entgiftungserscheinung, s. Boas (3), 
phyletisches Anionenphinomen}| Wachstum ein. Es wachst also die 
Oberfliche der Nahrlésung vom Glasrand aus zu. Darum ist die 
WachstumsgréBe in der folgenden Ubersicht mit 1/5, !/,,... baw. ge- 
schlossene Decke angegeben. 





Abb. 1. Img Anemonin. Nur Ringbildung. Abb. 2. 0,2mg Anemonin. Decke fast ge- 
Starke Giftwirkung von Anemonin. schlossen. Geringe Giftwirkung 





Fast geschlossene Decke, 
geringe Giftwirkung 


Starke Giftwirkung von Anemonin 


pum Anemonin in O1 auf 25 eem Wachstum Wiirze 
mg nach 3 Tagen 
2 1 mg 0.6 mg 0,2 mg 0,0 mg 
0 1. Decke 1, Decke 4). Decke Decke Dunkel 
0 a MM, ee Schwache Decke Hell 


Nach 10 Tagen alle Kolben mit geschlossener Decke. 


Auch hier bewirkt Anemonin bei Oidium in einer Konzentration von 
1: 100000 schon eine deutliche Wachstumsverzé6gerung. Aber im Verlauf 
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von 10 Tagen sind alle Kolben mit einer Decke versehen. Ob Oidium d: 
zugesetzte Anemonin zerstort, oder das Ol verbraucht, so daB dem Anemon 
die giinstigen Lésungsbedingungen entzogen werden, ist vorerst noch unkla 
Die Wirksamkeit des Anemonins bleibt auf alle Faille auch bei Verwendun. 
von Oidium deutlich erkennbar. SchlieBlich laBt sich auch Anemonin dure 
Kochen am RiickfluBkiihler in wasserige Lésung bringen. Eine Lésune. 
die 2mg Anemonin im ccm enthalt, reagiert deutlich sauer (py 3,5 bis 4,0 
Sie bewirkt im Hals ein fiihlbares Kratzen und Brennen. Auf der Haut 
(Handballen, Unterarm) scheint sie wirkungslos zu sein. Auch diese wisserig: 
Lésung ist deutlich wirksam, so wird Aspergillus niger in dunkler Wiirze in 
einem Verhaltnis von 1: 25000 so ziemlich am Wachstum gehindert. E 
ist also auch auf diese Weise eine erhebliche Wirksamkeit unserer wasserige! 
Anemoninlésung nachgewiesen. 


Nach diesen Versuchen wirkt Anemonin in sehr verschiedenem 
Grade auf die verschiedensten Pilze ein. Am _ widerstandsfahigsten 
ist Oidium lactis, dann folgen Mycoderma, Saccharomyces cerevisiae 
und Aspergillus. 


IV. Zur allgemeinen biologischen Bedeutung des Anemonins. 


Anemonin findet sich in unterschiedlichster Menge in den ver- 
schiedenen HahnenfuBarten. G. Bornebusch fand in unserem Institut 
folgende Reihe. 


I. Hochwirksame Arten: Ranunculus-sceleratus, -arvensis, -acer, 
-alpester, -bulbosus, -montanus. 


Il. Kaum wirksame Arten: Ranunculus-repens, -aconitifolius 
(Trollius, Caltha). 


Von den hochwirksamen Arten finden sich Ranunculus acer, montanus, 
bulbosus oft in erheblichen Massenvegetationen auf Wiesen und Weiden. 
Von hier aus ergibt sich ein Wirkungskreislauf folgender Art: I. Ubergang 
in den Boden, EinfluB auf die Mikrobiologie des Bodens; II. Ubergang in 
den Tierk6érper. 

Je nach der Menge der HahnenfuBarten kénnen also sehr erhebliche 
Wirkungen auf die verschiedensten Lebenskreise ausgeiibt werden. Da 
HahnenfuB durch Trocknen nicht véllig wirkungslos wird, kann auch im 
Heu noch auf eine Wirkung geschlossen werden. Hier ergibt sich aber noch 
eine Komplizierung. Im Hahnenfu8B finden sich neben dem lebensst6renden 
Anemonin hochwirksame Teilungswuchsstoffe (Auxanone). 

Im Heu (trockener Hahnenfu8) findet sich also folgendes zweiteiliges 
Wirkungssystem: a) Schwach bis stark wirksames Anemonin, b) hochwirk 
sames Auxanon (Vermehrungswuchsstoff). 

In frischen Pflanzen ist folgendes zweiteilige Wirkungssystem vor- 
handen: a) Héchstwirksames Anemonin (als Anemonen6l), b) hochwirk- 
sames Auxanon (Vermehrungswuchsstoff). 


Im letzteren Falle (frische Pflanzen) a > b; im ersten Falle b > a. So 


kann je nach den Verhaltnissen der Wert der Wiesenerzeugung bloB durch 
die HahnenfuBpflanze gewaltigen dynamischen Schwankungen unterliegen. 
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Da Hahnenfubarten weit verbreitet sind, bedeutet die Festlegung 
dieser beiden gegensatzlichen Wirkungen eine fiir die Landwirtschaft 
ehr wichtige Tatsache. Inwieweit die Anemoninwirkung sich in der 
Medizin und in der Nahrungsmittelkunde auswirkt, unterliegt zur Zeit 
weiteren Untersuchungen [Boas (9)]. 

Die Arbeit wurde mit dankenswerter Unterstiitzung der Forschungs- 
gemeinschaft der Deutschen Wissenschaft durchgefiihrt. 
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Uber die kolorimetrische Bestimmung des Serumbilirubins und 
die Lichtextinktion des Azobilirubins. 
Von 
A. Krupski und F. Almasy. 
(Aus dem Institut fiir interne Veterinaér-Medizin der Universitat Ziirich.) 
(Eingegangen am 24. Juni 1935.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


In der Literatur werden einige Methoden der Bilirubinbestimmuny 
im Serum beschrieben, die auf der Uberfiihrung des Gallenfarbstoffs 
in Azobilirubin (Khrlich-Préscher-Reaktion) und dem kolorimetrischen 
Vergleich des letzteren mit einer Standardfarblésung beruhen. Dic 
einzelnen Methoden unterscheiden sich hinsichtlich der EnteiweiBung 
des Serums, der Wahl des Farbstandards und des py bei dem der Farb- 
vergleich durchgefiihrt wird. Die Entfernung der Proteine wird ent 
weder vor oder nach der Diazotierung und Kuppelung vorgenommen 
und es kann durch die Anwendung beider Verfahren direkt (bei Gegen- 
wart der Proteine) kuppelndes von indirekt (nur nach der EnteiweiBung) 
kuppelndem Biltrubin unterschieden werden (1). Als Farbstandards 
werden gegenwartig benutzt: Aus Bilirubin bereitete Azobilirubin- 
losungen [van den Bergh (2), Thannhauser und Andersen (3)] sowie 
Ldjsungen von Kaliumpermanganat [Rhamy und Adams (4), Peters 
und van Slyke (5)| und Kobaltsulfat [van den Bergh, vgl. Me Nee und 
Keejer (6), Rappaport (7), Peters und van Slyke (5)|. Die Farbe des 
Indikatorfarbstoffs Azobilirubin andert sich bei sukzessiver Erhéhung 
des pu von Blau nach Violett, Violettrot, Rot, Gelbrot, Graugriin und 
Olivgriin (zwei Umschlagspunkte). Die violettroten Lésungen wechseln 
ihren Farbton in ziemlich empfindlicher Weise mit der Wasserstoff- 
ionenkonzentration und kénnen daher héchstens bei einem pu-Wert 
mit einer Permanganat- bzw. Kobaltsulfatlésung farbgleich sein. Die 
letzteren zwei Lésungen wurden indessen zum Farbvergleich mit Azo- 
bilirubinlésungen herangezogen, die sich hinsichtlich ihres Salzséure- 
gehalts sehr betrachtlich unterscheiden [vgl. die Vorschriften der 
einzelnen Autoren (5), (6) und (7)]. Ein erheblicher Fortschritt in bezug 
auf die Farbbestaindigkeit gegeniiber kleineren py-Variationen wurde 
von Thannhauser und Andersen (3) dadurch erzielt, daB sie nach der 
Kuppelung, die in nicht zu stark saurer Lésung erfolgen muB, die Farbe 
durch einen groBen SalzsdureiiberschuB in Blau verwandeln und den 


Farbvergleich mit einer analog hergestellten Standard-Azobilirubin- 
lésung vornehmen. 
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Bei Anwendung der hier angefiihrten Methoden konnten wir uns tiber- 
zeugen, daB die aus Menschen- und Pferdeserum erhaltenen Azobilirubin- 
l6sungen ausnahmslos eine braunstichige Farbe im Vergleich zu den 
Standardlésungen aufweisen, wodurch die Einstellung des Kolorimeters 
auf gleiche Farbintensitat der Gesichtsfelder nur sehr unvollkommen 
gelingt. Wir sahen uns deshalb veranlaBt, die Grundlagen dieses kolori- 
metrischen Vergleichs spektrophotometrisch zu priifen und haben zu 
diesem Zweck die Extinktionskurven der in Frage kommenden Lésungen 
im sichtbaren Spektralbereich aufgenommen und miteinander  ver- 
glichen. Die Extinktionskurven von Kaliumpermanganat und Kobalt- 
sulfat konnten wir der Literatur (8), (9)entnehmen. In Anbetracht der 
Bedeutung, die den Indikatoreigenschaften des Azobilirubins bei der 
kolorimetrischen Bilirubinbestimmung zukommt, haben wir die pu-Ab- 
hangigkeit der Extinktionskurve wisserig alkoholischer Azobilirubin- 
lésungen in unsere Untersuchung einbezogen. 


Versuchstechnik. 

Die Standard-Azobilirubinlésungen sind aus den Praparaten: Bilirubin 
Roche und Bilirubin Homburg? hergestellt worden. Bei der Gewinnung der 
Serum-Azobilirubinlésungen wurde darauf geachtet, daB das Blut gleich 
nach der Entnahme zur Defibrinierung [nach der Vorschrift von Peters 
und van Slyke (5)] und Zentrifugierung gelangte und da bei diesen Opera- 
tionen keine Hamolyse eintrat. Die Farbreaktion ist innerhalb 3 Stunden 
nach der Blutentnahme spektrophotometrisch untersucht worden. Bei der 
Zubereitung der Reagenzien sowie bei der Anstellung der Reaktion hielten 
wir die Vorschriften der einzelnen Autoren ohne Abanderungen ein. 

Die Aufnahme der Extinktionskurven erfolgte nach der spektrophoto- 
graphischen Methode von V. Henri (10). Zur Erhéhung der Genauigkeit 
fiihrten wir die Feststellung der Punkte gleicher Plattenschwarzung nicht 
wie tiblich auf subjektivem Wege, sondern durch objektiven Vergleich der 
Schwarzungen mit Hilfe des Mollschen Mikrophotometers (11) durch. In 
derselben Absicht haben wir die in die Auswertung der Henri-Aufnahmen 
eingehende Schwarzschild sche (12) Plattenkonstante fiir verschiedene Wellen- 
langen des sichtbaren Spektrums wiederholt bestimmt. Als Plattenmaterial 
dienten Ilford panchromatic plates, soft gradation. Die Aufnahmen er- 
folgten mit einem Zeissschen Gitterspektrographen. Als Lichtquelle ver- 
wendeten wir eine Osram Bandlampe, die mit Akkumulatorenstrom be- 
trieben wurde, um Schwankungen der Lichtintensitat zu vermeiden. Als 
Bezugsspektrum nahmen wir das Bogenspektrum des Eisens koinzidierend 
mit den Absorptionsspektren auf. Die Schichtdicke der untersuchten 
Lésungen konnte mit Hilfe von Baly-Réhren aus geschmolzenem Quarz 
aut etwa 0,1 mm genau eingestellt werden. 

Bei der Untersuchung der pq-Abhangigkeit der Extinktionskurve des 
Azobilirubins wurden alkoholische Azobilirubinlésungen von etwa py 1,5 
bereitet und durch Zusatz von Salzsiure bzw. Kalilauge auf die gewiinschte 


1 Letzteres Praiparat verdanken wir dem liebenswiirdigen Entgegen- 
kommen des Herrn Prof. B. Flaschentrdger. 





426 A. Krupski u. F. Almasy: 


Wasserstoffionenkonzentration gebracht. Die fertigen Losungen enthielt: 

55 Vol.-°, an 96% igem Alkohol. Die py-Bestimmung erfolgte mit de 
Wasserstoffelektrode sowie mit der Chinhydronelektrode unter Bezug au! 
die Standard-Acetatelektrode von Michaelis (13). An Azobilirubin enthielt: 

die Lésungen das Aquivalent von 0,5 mg Bilirubin pro 100 cem. Sie ent 
sprachen somit hinsichtlich Bilirubin- und Alkoholgehalt der Standard 
losung von Thannhauser und Andersen. 


Ergebnisse. 


Auf Abb. 1 sind die Extinktionskurven einiger rotvioletter Azo- 
bilirubinlésungen (Nr. 1, 4, 5, 6) in logarithmischer Darstellung wieder- 
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Abb. 1. 
1. Standard Azobilirubinlésung nach van den Bergh. Kurve nach unten verschoben ent 
sprechend einer Konzentrationsverminderung von 11°/o. 
Kaliumpermanganatlisung. Konzentration = 9,7 mg pro 100 cem. 
Kobaltsulfatlésung. Konzentration = 5,14 g pro 100 ccm. 
4. Azobilirubinlésung aus Pferdeserum, nach van den Bergh. Kurve um 0,7 Einheiten der 
Ordinatenskala nach oben verschoben. 
5. Azobilirubinlisung aus Pferdeplasma, nach Peters und van Slyke. 
6. Azobilirubinlésung aus Pferdeserum, nach Peters und van Slyke. 


2. 
3. 


gegeben, neben den entsprechenden Kurven von Kaliumpermanganat 
(Nr. 2) und Kobaltsulfat (Nr. 3). Diese Kurven stellen den Verlauf von 
log E = log (log /)/Z) als Funktion der Wellenlinge Adar. Die Kurven 
2 und 3 sind nach Angaben von Hagenbach und Percy (8) und Hill 
und Howell (9) berechnet worden. Es sei darauf hingewiesen, daB die 
log E-Kurven von Lésungen, die sich lediglich dadurch unterscheiden, 
daB sie denselben Farbstoff in verschiedener [jedoch den Giiltigkeits- 
bereich des Beerschen Gesetzes (14) nicht iiberschreitender] Konzen- 
tration enthalten, durch eine Parallelverschiebung in der Richtung der 
Ordinatenachse zur Deckung gebracht werden kénnen und daB der in 
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lieser Richtung gemessene Abstand der Kurven den Logarithmus des 
Konzentrationsverhaltnisses angibt. Wie der Vergleich der Kurven 1 
und 4 der Abb. 1 erkennen laBt, ist es nicht méglich, die Kurve | der 
nach van den Bergh bereiteten Standard-Azobilirubinlésung mit der 
Kurve 4 der nach desselben Autors Vorschrift erhaltenen Serum-Azo- 
bilirubinlésung zur Deckung zu bringen. Der viel flachere Verlauf der 
Kurve 4 kurzwellig von etwa 5500 A erklart den braunstichigen Farbton 
der Serum-Azobilirubinlésung. Die Kurven 5 und 6 zeigen in einem 
gewissen Wellenlangenbereich (5150 bis 5800 A) eher einen parallelen 
Verlauf mit der Kurve 1. Durch Anwendung eines Lichtfilters, das im 
Sichtbaren nur zwischen 5150 und 5800 A durchlassig ist, kinnten daher 
Serum- bzw. Plasma-Azobilirubinlésungen, die nach Peters und van 
Slyke bereitet worden sind, mit der van den Berghschen Standard- 
Azobilirubinlésung kolorimetrisch verglichen werden, da der in diesem 
Bereich angenahert parallele Verlauf der log £-Kurven auf die ungefahre 
Gleichheit der ausgefilterten Farben schlieBen laBt. Ein solcher Vergleich 
ist indessen praktisch bedeutungslos, da es sich um Lésungen von ver- 
schiedenem Salzsauregehalt, d. h. verschiedenem px handelt. Peters und 
van Slyke vergleichen die Serum-Azobilirubinlésungen (Kurven 5 und 6) 
mit den leicht erhaltlichen Standards K MnO, (Kurve 2) und CoSO, 
(Kurve 3) um die Verwendung der teuren und nicht haltbaren Azo- 
bilirubin-Standardlésung zu umgehen. Abb. 1 1aBt sogleich erkennen, 
daB ein paralleler Verlauf der Kurven 2 oder 3 mit den Kurven 5 bzw. 6 
in keinem Bereich des sichtbaren Spektrums vorliegt. Die gréBten Ab- 
weichungen treten auch hier im kurzwelligen Gebiet auf, in Uberein- 
stimmung mit dem braunlichen Farbton der Serum- und Plasma- 
Azobilirubinlésungen. Zur Erzielung einer ungefahren Farbgleichheit 
kame bei Anwendung des Permanganatstandards die Vorschaltung eines 
zwischen etwa 5200 und 5700 A durchlassigen Lichtfilters (z. B. die 
Kombination der Filter OG 1 und BG 7 der Schottschen Glaswerke in 
Jena) in Frage. In Verbindung mit dem Kobaltsulfatstandard ware ein 
Filter anzuwenden, daB zwischen etwa 5600 und 6100 A durchlassig ist. 

Abb. 2 enthalt die log #-Kurven von Serum- bzw. Plasma-Azo- 
bilirubinlésungen, die nach Thannhauser und Andersens Vorschrift 
hergestellt worden sind, sowie die log E-Kurve der von diesen Autoren 
angegebenen Standard-Azobilirubinlésung. Auch hier treten kurzwellig 
von etwa 5500 A erhebliche Abweichungen vom parallelen Kurvenver- 
lauf auf, worauf Heilmeyer und Krebs (15) bereits hingewiesen haben. 
Wir sind, der Ansicht, da® die zusatzliche Extinktion der Serum- und 
Plasma- Azobilirubinlésungen in diesem Bereich des sicht baren Spektrums 
wahrscheinlich zum Teil durch Lichtstreuung bedingt ist. Bereits 
van den Bergh erwahnt eine gelegentliche Triibung der Serum-Azobili- 
rubinlésungen und empfiehlt zu ihrer Beseitigung schwaches Anwarmen 
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im Wasserbad, da es sich seiner Ansicht nach um emulgierte Fettsaurc 
handle (2). Heilmeyer (16) schreibt zur Klarung opaker Serum-Azo- 
bilirubinlésungen einen Zusatz von einigen Tropfen Ather vor. W 
konnten uns iiberzeugen, daB beide Vorschriften in manchen Fille: 
zum Ziel fiihrten, in vielen Fallen aber nur unvollstandig geklart: 
Lésungen ergaben. Die Kurve 4 auf Abb. 2 entspricht z. B. eine: 
Lésung, die nicht vollstandig geklart werden konnte. Diese Kurve 
zeigt einen flacheren Verlauf, d. h. eine gréBere zusitzliche Extinktion 
im kurzweiligen Bereich als die klaren Lésungen 2 und 3. Wir nahme 
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Abb. 2. 
. Standard-Azobilirubinlésung nach Thannhauser und Andersen. Kurve nach unten ver 
schoben entsprechend einer Konzentrationsverminderung von 11,5°/o. 
2. Azobilirubinlésung aus Menschenserum, nach Thannhauser und Andersen. 
3. Azobilirubinlésung aus Pferdeserum, nach Thannhauser und Andersen. 
Azobilirubinlésung aus Pferdeplasma, nach Thannhauser und Andersen. Kurve um 0,2 Ein- 
heiten der Ordinatenskala nach oben verschoben. 


Lésungen auf, die noch opaker als die Lésung 4 waren und es zeigte 
sich, daB ihre Extinktionskurven éuBerst flach verlauten. Auf Grund 
dieser Beobachtungen nehmen wir an, daB auch bei klaren Lésungen 
von Serum- Azobilirubin die Lichtstreuung im kurzwelligen Teil des sicht- 
baren Spektrums bedeutend genug ist, um einen merklichen Beitrag zur 
Gesamtextinktion zu liefern. Ob daneben die Ausliufer der ultravioletten 
Banden des alkoholischen Serumauszuges an der Extinktion in diesem 
Spektralbereich stark beteiligt sind, soll an anderer Stelle erértert 
werden. Fiir die praktische Anwendung der kolorimetrischen Methode 
von Thannhauser und Andersen ergibt sich aus dem Vergleich der 
Kurven 1, 2 und 3 der Abb. 2 die Notwendigkeit der Verwendung eines 
Lichtfilters, das kurzwellig von etwa 5500 A kein sichtbares Licht durch- 
laBt. Heilmeyer und Krebs empfehlen zu diesem Zweck das Zeisssche 
Spektralfilter 857, wahrend wir das lichtstarkere Filter OG 2 der 
Schott-Werke vorziehen. Es sei nachdriicklich darauf hingewiesen, dab 
man bei der kolorimetrischen oder spektrophotometrischen [vgl. (16)] 
Bestimmung opaker Serum-Azobilirubinlésungen auf keinen Fall (auch 
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bei der Anwendung des richtigen Lichtfilters) gute Resultate erzielen 
kann, da in diesem Fall die Extinktion im gesamten sichtbaren Spektrum 
dureh die Lichtstreuung beeinfluBt wird. 

Das Ergebnis unserer Untersuchung der px-Abhangigkeit der 
ixtinktionskurve des Azobilirubins ist auf Abb. 3  wiedergegeben. 
Bei sukzessiver Erhéhung des px erhielten wir eine Reihe von log F- 
Kurven, die zwei isosbestische Punkte [vgl. (17)] bei 5290 A (log B == 2,93) 
und 4545 A (log E = 2,54) aufweisen. Als isosbestischen Punkt be- 
zeichnet man den gemeinsamen Schnittpunkt der Extinktionskurven 
von Gemischen, die zwei absorbierende Substanzen 4A und B in wech- 
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Abb. 3. 


selndem Mischungsverhiltnis bei konstanter Gesamtkonzentration 
[Ad] + [B] enthalten. Der gemeinsame Schnittpunkt der Kurven aller 
Gemische von A und B, die dieser Bedingung entsprechen, ist eine not- 
wendige Folge der Gleichheit der Extinktion von A und B bei der be- 
treffenden Wellenlange. Da jeder der zwei isosbestischen Punkte des 
sichtbaren Azobilirubinspektrums von den log £-Kurven nur innerhalb 
eines gewissen pu-Bereiches durchlaufen wird, hat man drei verschiedene 
Molekiilformen des Azobilirubins anzunehmen, die in Abhangigkeit 
von der Wasserstoffionenkonzentration auftreten. Dieser Fall ist nicht 
zu verwechseln mit einem System zweier geléster Stoffe, deren Ex- 
tinktionskurven sich bei zwei verschiedenen Wellenlangen schneiden, 
wodurch ebenfalls zwei isosbestische Punkte auftreten. Wir bezeichnen 
deshalb die in unserem Fall vorliegenden isosbestischen Punkte als 
voneinander unabhangig. Von einer unerheblichen, weiter unten zu 
besprechenden Veranderung abgesehen, erfaihrt die log #-Kurve der 
Azobilirubinlésungen unterhalb etwa px 0 keine weiteren Verschiebungen, 
falls die H-lonenkonzentration noch erhéht wird. In diesem py-Gebiet 
tritt das Azobilirubin daher nur in einer der drei Molekilformen auf, 
die mit (AzB), bezeichnet sei. Bei Erhéhung des pu iiber 0 gehen die 
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(Az B);-Molekiile allmahlich in die zweite Molekilform (AzB),, iibe 
Oberhalb etwa pu 1,4 kommt die erstere Form nur noch in geringerey 
Make vor, da sich die log E-Kurve bei dem Ubergang von pu 1,40 
zu pu 1,77 zwischen 5000 und 6400 A nur wenig andert. Andererseits 
beginnt die dritte Molekiilform (AzB),;;; oberhalb etwa pu 1,4 aufzu 
treten, um bei weiterer Verkleinerung der Wasserstoffionenkonzen 
tration die (Az B);; und mithin die noch vorhandenen (Az B),-Molekiile 
zu verdrangen, woraus der zweite isosbestische Punkt 4545 A hervorgeht 
Im Spektralgebiet des ersten isosbestischen Punktes verlauft die log £ 
Kurve der Molekiilform (Az B),;; viel tiefer als die sich hier kreuzenden 
Kurven der zwei anderen Molekilformen (vgl. die Kurven fiir px 7,20 
1,77 und 0,00). Aus diesem Grunde gehen die log £-Kurven der Lésungen. 
die einen erheblicheren Gehalt an (Az B));; aufweisen, nicht mehr durch 
den ersten isosbestischen Punkt hindurch, sondern verlaufen unterhalb 
desselben. In analoger Weise erkennt man, da die Kurven der sehr 
sauren, hauptsachlich (AzB),; enthaltenden Lésungen (px 1,03, 0,00) 
unterhalb des zweiten isosbestischen Punktes verlaufen miissen, da 
(AzB), im_ betreffenden Spektralbereich bedeutend schwacher als 
(Az B),, und (Az B));; absorbiert. Die genaue Lage der log E-Kurve der 
Molekiilform (Az B),;; kann wegen der Uberlagerung der Extinktion der 
Formen (AzB), oder (AzB);;; aus den vorliegenden MeBergebnissen 
nicht bestimmt werden, da zu ihrer Berechnung eine gréBere Anzah! 
von Kurven bekannt sein miiBte. 

Im alkalischen Gebiet oberhalb etwa px 8 treten erhebliche Ab- 
weichungen auf, indem die Kurven nicht mehr durch den isosbestischen 
Punkt 4545 A hindurchgehen. Diese’ alkalischen Lésungen andern ihre 
Farbe bald nach der Bereitung und kénnen durch Anséuern nicht mehr 
in die blaue Lésung riickverwandelt werden. Es liegt somit eine irre- 
versible Umwandlung (Anderung des Dispersionsgrades, da in manchen 
Fallen Ausflockung eintrat, eventuell auch Oxydation) vor, die mit dem 
beschriebenen Gleichgewichten nicht unmittelbar zusammenhangt. 

Ein Vergleich der Kurve 1 der Abb. 2 mit der Kurve px 0,00 der 
Abb. 3 1aBt erkennen, daB die sehr stark saure Standard-Azobilirubin- 
lésung von T'hannhauser und Andersen im Wellenlangenbereich unterhalb 
etwa 5100 A etwas starker als die Azobilirubinlésung bei px 0,00 ab- 
sorbiert. Diese Erscheinung ist nicht auf ein Gleichgewicht zwischen 
weiteren chemisch oder elektrochemisch definierbaren Molekiilformen 
des Azobilirubins zuriickzufiihren, sondern vielmehr auf einen EinfluB 
der sehr hohen Wasserstoffionenkonzentration auf das Absorptions- 
vermogen der Molekilform (AzB),;. Die Absicht von Thannhauser 
und Andersen, durch groBen SalzsdureiiberschuB in einen pu-Bereich 
zu gelangen, in dem alle Azobilirubinmolekiile in einer Grenzform vor- 
liegen und in dem daher keine Abhangigkeit der Farbe von kleineren 
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m-Veranderungen besteht, wird durch den erwahnten Effekt in prin- 
sipieller Hinsicht durchkreuzt. Gliicklicherweise auBert sich die Stérung 
lediglich im kurzwelligen Teil des sichtbaren Spektrums, der wegen der 
oben behandelten zusaétzlichen Extinktion der Serum-Azobilirubin- 
lésungen bei der Kolorimetrie ohnedies ausgefiltert werden mu. Auf 


Grund der Untersuchung der px-Abhangigkeit der Extinktionskurve 
des Azobilirubins gelangen wir zum SchluB, daB die Verwendung der 
violettroten Standard- und Serum-Azobilirubinlésungen nicht zu 
empfehlen ist, da diese Lésungen ihre Farbe in relativ empfindlicher 
Weise mit der Wasserstoffionenkonzentration andern. Die Methode 
von Thannhauser und Andersen ist bei Anwendung von gefiltertem 
Licht von dieser Fehlerquelle frei und daher den ersten Methoden 
vorzuziehen. 

Zum SchluB sei erwahnt, daB wir eine von Thiel und Peter (18) mit- 
geteilte, praktisch sehr wertvolle Beobachtung bestatigen konnten, wonach 
bei der Bereitung von Standard-Azobilirubinlésungen nach Thannhauser 
und Andersen eine teilweise Oxydation des Bilirubins méglich ist. Falls 
wir den Riickstand von festem Bilirubin nach dem Verjagen des Chloroforms 
absichtlich noch weitere 5 Minuten am Wasserbad erwarmten, trat eine 
deutliche Erniedrigung der log E-Kurve der erhaltenen Azobilirubinlésung 
ein. Um diese Fehlerquelle zu vermeiden, hat man die Standardlésungen 
nach den Angaben von Thiel und Peter oder durch (nicht ganz vollstandiges) 
Eindampfen der Chloroformlésung im Vakuum zu bereiten. 


Zusammenfassung. 

1. Es wurde die Eignung verschiedener auf der Lhrlich- Prdscher- 
Reaktion beruhender kolorimetrischer Methoden der Bilirubinbestim- 
mung im Serum spektrophotometrisch gepriift. 

2. Die Priifung fiihrte zur Angabe von Lichtfiltern, welche bei den 
einzelnen Methoden anzuwenden sind, um Stérungen zu vermeiden 
(oder zu vermindern), die aus der ungleichen Farbe der Standardlésungen 
und der Serum-Azobilirubinlésungen hervorgehen. 

3. Es wurde die Abhangigkeit der Extinktionskurven wasserig 
alkoholischer Azobilirubinlésungen von der Wasserstoffionenkonzen- 
tration untersucht. Aus dem Auftreten zweier voneinander unabhangiger 
isosbestischer Punkte ergibt sich das Vorkommen von drei verschieden 
absorbierenden Molekiilformen des Azobilirubins. 

4. Die violetten Azobilirubinlésungen, die nach den Vorschriften 
von van den Bergh, Peters und van Slyke und anderen Autoren erhalten 
werden, andern ihre Extinktion bei Veraénderung der Wasserstoffionen- 
konzentration in erheblich starkerem MaBe als die blauen Lésungen, 
die man nach Thannhauser und Andersen erhalt. Die Methode der letz- 
teren Autoren erscheint aus diesem Grunde fiir die praktische Kolori- 
metrie als besser geeignet. 
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5. Bei Anwendung der Standard-Kaliumpermanganat- und Kobal: 
sulfatlosungen ist auch mit Hilfe von Lichtfiltern keine weitgehend 


Farbgleichheit mit den violettroten Serum-Azobilirubinlésungen 2: 


erzielen. 


Wir danken Herrn Prof. Dr. H. von Halban fiir die Cberlassung vo: 
Apparaturen des pl ysik.-chem. Instituts der Universitat Ziirich. 
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Uber die Bestimmung der Sauerstoffkapazitit des Blutes 
im Hochgebirge. 
Von 
F. Almasy und A. Krupski. 
(Aus der hochalpinen Forschungsstation Jungfraujoch und aus dem Institut 
fiir interne Veterinaér-Medizin der Universitat Ziirich.) 
(Eingegangen am 24. Juni 1935.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Im Laufe einer Untersuchung tiber das Verhaltnis der Sauerstoff- 
bzw. Kohlenoxydkapazitat des Blutes zur Lichtextinktion des Oxy- 
hamoglobins in den Maxima der «-, f- und +'-Bande fiihrten wir im ver- 
gangenen Herbst eine Reihe von Messungen auf der hochalpinen For- 
schungsstation Jungfraujoch (3457 m ii.d. M.) durch. Es erwies sich 
dabei, daB die exakte Bestimmung der Sauerstoffkapazitit des Blutes 
unter dem geringen Luftdruck von etwa 500 mm Hg gewisse Schwierig- 
keiten bereitet, tiber deren Behebung hier berichtet wird. Der Partial- 
druck des Sauerstoffs betragt unter diesen Bedingungen etwa LOO mm 
und reicht, wie eine Betrachtung der Sauerstoffdissoziationskurven 
lehrt, zur vollstaéndigen Oxygenierung des Blutes nicht aus. Wir beab- 
sichtigten urspriinglich, das Blut bei 760 mm Luftdruck im Tonometer 
zu sattigen, um es hierauf zur Analyse mittels einer an das Tonometer 
angeschmolzenen Hahnpipette in die Kammer des van Slykeschen 
Blutgasmanometers (1) zu iberfiihren. Diese Arbeitsweise wurde in 
Ziirich ausprobiert und bewahrte sich dabei gut. Zu Beginn der Ver- 
suche auf dem Jungfraujoch erkannten wir, daB das Blut auf diese Art 
nicht behandelt werden kann, da es infolge des geringen duBeren Druckes 
in der Pipette Gasblischen entwickelt. Um solehe Stérungen zu ver- 
meiden, suchten wir die Uberfiihrung des gesittigten Blutes in das 
Manometer zu umgehen, indem wir in Anlehnung an eine von Sendroy (2) 
angegebene Methode auch die Sattigung in der Kammer des van Slyke- 
Apparates vornahmen. Sendroy fiihrt auf Grund der Erfahrung, daB die 
O,-Kapazitat des Blutes durch einen Zusatz von physiologischer Koch- 
salzlésung nicht erniedrigt wrd (wahrend nach Hamolyse mit Wasser 
die vollstandige Sauerstoffsittigung bei gew6hnlichem Luftdruck nicht 
gelingt) die Kapazititsbestimmung in der Weise durch, daB er die 
Blutprobe unter Nachspiilen mit physiologischer Kochsalzlésung in 
die Kammer des van Slyke-Manometers einpipettiert, sie hier bei freiem 
Luftzutritt mit Sauerstoff sattigt und hierauf in einem Analysengang, 
der der Bestimmung der Kohlenoxydkapazitat nach van Slyke und 
Hiller (3) ahnlich ist, den O,-Gehalt bestimmt. Um diese elegante 
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Methode im Hochgebirge anwenden zu kénnen, muBte sie hinsichtli: 
der bei der Sattigung befolgten Arbeitsweise modifiziert werden, da d 
vollstandige Sattigung, wie bereits erwihnt, unter diesen Umstand: 


in der offenen Kammer nicht méglich ist. Wir sattigten deshalb das 


Blut in der geschlossenen Kammer bei 760 mm Luftdruck unter Anwe: 
dung einer einfachen Apparatur, die im folgenden samt der Versuch 
technik beschrieben sei. 


In den Becher des van Slyke-Manometers (Typ mit geschlossener 
Manometerrohr) kommen 1,5 cem physiologische Kochsalzlésung, wovon 


etwa ein Drittel in die Kammer eingesaugt wird. Mit Hilfe einer Guess 
Pipette (4) wird l1eem Blut, sodann 
leem_ physiologische Kochsalz 
lésung (zum Ausspiilen der Pipette 
in die Kammer eingefiillt, der In 
halt des Bechers gleichfalls ein 
gesaugt und das Quecksilberniveau 
in der Kammer, bei offenem Hahn | 
(s. Abb.), bis auf die 50 eem Marke 
gesenkt. Die Luftleitung 2) wird 
nun mit einem Gummistopfen an 
den Becher angeschlossen und aus 
der Bombe Luft in die Appara 
tur eingelassen bis in dem auf 
(760—b) mm Hg (b = Barometer 
stand) eingestellten, auf der Ab- 
bildung mit 3 bezeichneten Druck- 
regler Luftblasen aufzusteigen be- 
ginnen. Nach SchlieBen des Hahnes | 
und Lésen des Gummistopfens 
wird die Kammer 6 Minuten lang 
mit etwa fiinf Oszillationen pro 
Sekunde geschiittelt, wobei sich 
die Blutkérperchensuspension vollstandig mit Sauerstoff sattigt. In die 
Kapillare unterhalb des Bechers wird ein Tropfen Oktylalkohol ein- 
gebracht, die Verbindung des Bechers mit der Luftleitung wieder her- 
gestellt und der Druck in letzterer nochmals auf 760mm erhédht. Nach 
Offnen des Hahnes | flieBt der Oktylalkohol bei geringster Druckerniedrigung 
im Manometer in die Kammer ein und bringt, nachdem er mit dem Blute 
im oberen Teil der Kammer in Beriihrung kam, alle Schaumblaschen zum 
Verschwinden. Die vollstandige Entfernung aller Luftblaschen ist, wie ohne 
weiteres verstandlich, fiir die Genauigkeit der Bestimmung von gr6Bter 
Bedeutung. Die iiberschiissige Luft, die in bekannter Weise aus der Kammer 
ausgestoBen wird, gelangt zuerst in die Luftleitung und von hier iiber den 
Druckregler nach auBen. Das bei 760 mm gesaéttigte Blut kommt daher 
mit der AuBenatmosphare nicht mehr in Beriihrung. Zum Freisetzen des 
gebundenen Sauerstoffs werden nach der Vorschrift von Sendroy 0,13 cem 
einer Ferricyankaliumsaponinlésung unter QuecksilberverschluB in die 
Kammer einpipettiert. Um dieses kleine Fliissigkeitsvolumen médglichst 
volistindig einzufiihren, saugen wir das unter der Lésung_ befindliche 
Quecksilber soweit in die Kammer ein, bis das untere Niveau der Lésung 
die Bohrung des Hahnes | erreicht, lesen dann den Fliissigkeitsstand an der 
Pipettenteilung ab und messen von hier an die 0,13 cem ab, die in die Kammer 


(760-3) mm Hg 


~ 




















Abb. 1. 
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inpipettiert werden. Der im Becher verbleibende Rest der Ferricyan- 
aliumlésung wird mit Hilfe eines sogenannten Pfeifenputzers aufgesaugt 
ind durch Quecksilber ersetzt. Es empfiehlt sich, den Becher nach dem 
Kinfiillen der Ferricyankaliuml6sung mehrmals mit Wasser auszuspiilen, 
vobei das Quecksilber bis auf einen kleinen Rest abgesaugt wird. Zum 
Freisetzen des Sauerstoffs mischen wir die Ferricyankaliumlésung gleich 
iach dem Einpipettieren mit dem Blute durch, indem wir das Fliissigkeits- 
iiveau in der Kammer einigemal bis zur 2-ecm-Marke senken und wieder 
-oweit als méglich heben. Falls man diese Vorsichtsmabregel unterlalst, 
erhalt man zu kleine Kapazitatswerte, die wahrscheinlich darauf zuriick- 
zufiihren sind, daB ein erheblicher Teil des Ferricyankaliums als Fliissigkeits- 
film im oberen Teil der Kammer verbleibt. Den iibrigen Teil der Analyse, 
d. h. das Evakuieren und Schiitteln der Kammer, die Bindung der Kohlen- 
siure und die Bestimmung des Sauerstoffpartialdruckes fiihrten wir in 
allen Einzelheiten nach 
den Angaben von Sendroy Oo-Kapazitit © O-Kapazitat 
dureh. Die Korrektur c ecm cem 
bestimmten wir in Blind- 

versuchen, in welchen ee 0,2417 0,2408 
0,85 cem physiologische ~~ Bis) 0,2130 0,2136 
Kochsalzlésung an Stelle 0.1572 0,1578 

von lcem Blut verwendet Rind... 0.1858 0.1845 
wurden {vgl. (1), 8. 339]. iia Fs 0,1090 0.1088 

Die nebenstehende Ta- ; 

belle gibt die Ubereinstimmung einiger auf dem Jungfraujoch erhaltener 
Werte der Sauerstoffkapazitat von Menschen-, Rinder- und Ziegenblut 
mit den entsprechenden Werten der Kohlenoxydkapazitat wieder. 

Es sei darauf hingewiesen, daf die beschriebene Methode auch bei 
bedeutend niedrigerem Barometerstand als 500 mm anwendbar ist, sobald 
man dafiir sorgt, da die Nivellierungskugel (Hg-Reservoir) des van Slyke- 
Manometers etwa 700mm hoéher als der Hahn 1 gehoben und _ befestigt 
werden kann. 

Der Hahn 4 der Abb. ist von uns zusatzlich am van Slyke-Apparat 
angebracht worden und dient zur Reinigung der Kammer. Nach  ver- 
schiedenen unbefriedigenden Versuchen zur Entfernung von Hahnenfett usw. 
aus der Kammer fiihren wir die Reinigung in der Weise durch, daB 
wir das Quecksilberniveau unter den Hahn 4 senken und durch dessen 
rechte Bohrung rauchende Salpetersaiure in die tiber den Hahn | an eine 
Wasserstrahlpumpe angeschlossene Kammer einsaugen. Auf demselben 
Wege wird die Kammer mit Wasser ausgespiilt und kann nach Zuriick- 
drehen (und eventuellem Einfetten) des Hahnes 4 wieder in Gebrauch ge- 
nommen werden. 





Zusammenfassung. 
Es wird eine Modifikation der von Sendroy angegebenen Methode 
zur Bestimmung der Sauerstoffkapazitat des Blutes beschrieben, welche 
die exakte Kapazitatsbestimmung auch bei sehr niedrigem Barometer- 


stand erméglicht. 
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Uber den Calciumstoffwechsel 
in der ersten Phase der Blutgerinnung. 


Il. Mitteilung: 
Die Caleitumverschiebung bei der Thrombinbildung. 


Von 


H. Seheuring. 


{Aus dem Pharmakologischen Institut der Johann-Kasimir-Universitat in 
Lwéw (Polen).]} 


(Eingegangen am 21. Juni 1935.) 


Methodisches: Zur Bestimmung des negativen Calciumkomplexes 
wurde die von v. Bezndk'! angegebene Methode benutzt. 

Der Grundgedanke dieser Methode ist, kolloidale Calciumverbindungen, 
und zwar den negativen Ca-Komplex auf positive Adsorbenzien zu adsor- 
bieren. Die Differenz zwischen dem gesamten Calciumgehalt und dem 
jenigen nach der Adsorption ergibt nach v. Beznak die Menge des negativen 
Ca-Komplexes. Als positive Adsorbenzien betrachtet v. Beznak, auBer den 
bekannten BaS O,4, Ca;(PO4)., MgN H,PO,, auch das Knochenmehl, welches 
durch Befreiung des Schenkelbeines von den Weichteilen, Austrocknen und 
Zerreiben desselben im Morser erhalten wird. Wie wir aus den Untersuchun- 
gen ordets, Fuchs u.a. wissen, adsorbieren die positiven Adsorbenzien 
vortrefflich Thrombin und Thrombogen, und diese Eigenschaft eben scheint 
zur Losung unserer Frage in hohem Grade beitragen zu kénnen. 


Wie aus den Ergebnissen der vorigen Mitteilung? hervorgeht, ist 
das Thrombin eine kolloidale Caleitumverbindung. Wenn es also durch 
diese Substanzen adsorbiert wird, mu8 auch somit ein Teil des Calciums 
adsorbiert werden. Als Adsorptionsmittel wurde BaSO, gewahlt. 
weil die anderen positiven Adsorbenzien entweder Ca oder Mg enthalten. 
Stoffe, die bei der Blutgerinnung staérker als Ba wirksam sind und sich 
deshalb fiir unsere Zwecke weniger eignen. Das nach der Methode 
v. Beznadks gewonnene Knochenmehl enthalt selbst Thrombokinase 
und ist deshalb fiir unsere Untersuchungen nicht brauchbar. v. Beznadk 
hat seine Bestimmungen des negativen Ca-Komplexes mit Knochen- 
meh! durchgefiihrt und im Hundeserum durchschnittlich 41°% des ge- 
samten Calciumgehalts als negativen Ca-Komplex nachgewiesen. Diese 
Menge stimmt mit den Ergebnissen der Bestimmungen von kolloidalen 
Kalkverbindungen tiberein, welche mittels der Ultrafiltrationsmethode 
von vielen Autoren erhalten wurden. Diese Ubereinstimmung der 


1», Beznak, diese Zeitschr. 225, 295, 1930. — 2 H. Scheuring, ebenda 
277, 437, 1935. 
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tesultate bei so verschiedenen Methoden gestattet die Annahme, dab 
das Knochenmehl! nicht nur den negativen Ca-Komplex, sondern auch 
indere kolloidale Ca-Verbindungen adsorbiert. Bei meinen Unter- 


uchungen, zu welchen BaSO, benutzt wurde, wurde diese Menge 


niemals erreicht. Es wurde die Zeit der Adsorption, die Menge des 
\dsorbens variiert und héchstens 27,3°, des gesamten Calciumgehalts 
adsorbiert. Es ist also anzunehmen, dab BaSO, nicht den ganzen 
kolloidalen Kalk, sondern nur den negativen Ca-Komplex aufnimmt, 
welcher nur einen Teil der kolloidalen, nicht ultrafiltrierbaren Calcium- 
verbindungen  bildet. 


Meines Wissens steht uns bis jetzt keine Methode zur Verfiigung, 
mit welcher wir den aktuellen Gehalt an kolloidalen Caleciumverbindungen 
im Serum bestimmen kénnten. Die Ultrafiltrationsmethode liefert 
uns keine verlaBlichen Resultate, da anzunehmen ist, da’ wahrend 
der Ultrafiltration Kalkverschiebungen vorkommen, welche die Mengen- 
verhaltnisse der kolloidalen und uitrafiltrierbaren Calciumverbindungen 
im Serum andern. Es ist ja allgemein bekannt, daB dieses Verhaltnis 
automatisch reguliert wird (Greenberg und Gunther', Brull*); wenn durch 
Ultrafiltration die Menge von Ca-lonen im Serum vermindert und gleich- 
zeitig SerumeiweiB konzentriert wird, kann dies nicht ohne EinfluB 
auf die kolloidalen Calciumverbindungen bleiben. Diese Autoregulation 
verlauft nach Brull (|. ¢.) ziemlich schnell, und zwar, wie wir uns spater 
iiberzeugen werden, schneller als die Ultrafiltration. Das Endresultat 
hingt also bei Verwendung der Ultrafiltrationsmethode vom Grade 
der Entziehung von Wasser und Calciumion aus dem Blutserum ab, 
und diese Momente kénnen bei derartigen Untersuchungen nicht leicht 
beriicksichtigt werden. Deshalb ist die von v. Beznak angegebene Me- 
thode insofern vorteilhafter, als sie schnell Resultate liefert. Die Ad- 
sorption erfolgt sofort und deshalb kann man mit groBer Genauigkeit 
den tatsachlichen Gehalt des negativen Ca-Komplexes im Serum be- 
stimmen. 


Wie schnell die Caleiumverschiebung im Serum vor sich geht, 
zeigt der in Tabelle I wiedergegebene Versuch. Es wurde der Calcium- 
gehalt im Hundeserum bestimmt, dann wurde 10 ccm dieses Serums 
mit 1g BaSO, durchgeschiittelt, zentrifugiert, das Serum mit einer 
Pipette abgehoben, 2 cem davon zur Calciumbestimmung entnommen, 
der Rest wiederum mit 10% BaSO, durchgeschiittelt, was viermal 
nacheinander wiederholt wurde. Jede einzelne Behandlung dauerte 
etwa 15 Minuten. 


' Greenberg u. Gunther, J. of biol. Chem. 85, 491, 1929. — ? Brull, 
Arch. Int. Physiol. 32, 138, 1930. 
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Tabelle I. 





Ca 


mg-9 


Hundeserum, nicht vorbehandelt 
. 1 mal adsorbiert 

2 

9 

Vv os ” 


” 4, ° 


” * ” 


Aus dieser Tabelle ist ersichtlich, daB jedesmal nach Adsorption 
des negativen Ca-Komplexes eine Verschiebung des Kalkes vom Ione: 
zustand zum negativen Ca-Komplex erfolgt, wobei die Menge des neu- 
gebildeten negativen Ca-Komplexes fast jedesmal dieselbe war. Dies: 
Verschiebungen finden in einer Zeitperiode zwischen einer und de: 
anderen Adsorption, also héchstens innerhalb von 15 Minuten statt 
Die Kalkverschiebung geht also viel schneller vor sich als die Ultra- 
filtration. 

Wie aus den Vorversuchen hervorgeht, adsorbiert BaSO, den 
negativen Ca-Komplex am besten, wenn die Menge des Adsorbens 
20 bis 25%, des adsorbierenden Serums betraégt und die Adsorption 
5 bis 10 Minuten, aber jedenfalls nicht langer als 30 Minuten dauert 
Die ultrafiltrierbaren Calciumverbindungen wurden von BaS0O, nicht 
adsorbiert. Die Menge des negativen Ca-Komplexes wurde als Differenz 
zwischen dem Calciumgehalt im Serum vor und nach der Adsorption 
bestimmt. 


Zur Calciumbestimmung wurde die von de Waard' angegebene Methode 
verwendet. Da es sich aber umsehr genaue Ca-Bestimmungen handelte, mubt: 
sie etwas geandert werden. Das Calcium wurde nach der von0O. Kastl* angege 
benen Methode, durch Zusatz der gleichen Menge gesattigter Ammonium 
oxalatlésung, sodann mittels gleicher bzw. doppelter Menge gesattigte1 
Natriuin-Acetatlésung gefallt. Die Fallung dauerte wenigstens 24 Stunden 
Dann wurden die Proben mittels einer Zentrifuge gut ausgeschleudert, 
pipettiert, der Ca-Oxalatniederschlag in einigen Tropfen 50 © iger Salpeter 
sdure aufgelést und auf dem Wasserbad 1 Stunde lang gekocht. Auf diese 
Weise wurden die mit Ca-Oxalat mitgerissenen Kolloide zerstért, da sie bei 
spaiterem Spiilen das Absitzen von Ca-Oxalat hindern kénnen. Das kam 
in der Regel vor, wenn zum Serum mehr wie 0,15 °, CaCl, zugesetzt wurde 
Weiter wurde 1 ccm gesittigter Ammoniumoxalatlésung zugesetzt, mittel- 
Ammoniaklésung neutralisiert, mit Essigsiure angeséiuert und 30 Minuten 
im siedenden Wasserbad gefallt. Der Niederschlag wurde nach der de Waard- 
schen Methode behandelt und titriert. Fiir jede Bestimmung wurden dre 
parallele Proben durchgefiihrt und die Durchschnittszahl als Endergebni- 
angenommen. 


' de Waard, diese Zeitschr. 97, 176, 1919. — 2 O. Kastl, ebenda 274 
452, 1934. 
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Um die Calciumverschiebungen bei der Thrombinentstehung, be- 
stimmen zu kénnen, mu8 man darauf achten, daB bei Aktivierung 
von Serum mittels Thrombokinase zwei entgegengesetzte Prozesse 
verlaufen, welche zeitlich nicht voneinander getrennt sind. Der eine 
ProzeB ist die Thrombinbildung, bei der eine Calciumverschiebung vom 
fonenzustand zum negativen Ca-Komplex angenommen wird, den 
anderen bildet die Thrombinumwandlung in unwirksames Meta- 
thrombin, wobei die entgegengesetzte Calciumverschiebung zu erwarten 
ist. Aus diesem Grunde mu die Calciumbestimmung immer in dem 
Zeitpunkt durchgefiihrt werden, in welchem die maximale Menge von 
Thrombin gebildet wurde und der Umwandlungsproze8 derselben in 
Metathrombin noch nicht allzu groB ist. Die Vorversuche haben gezeigt, 
daB die starkste Wirkung des Serums, also der gréBte Gehalt desselben 
an Thrombin, 30 Sekunden nach Mischung von Serum und Thrombo- 
kinase erreicht ist. Dieser Zeitpunkt muB immer streng eingehalten 
werden, wenn mit durch Thrombokinase aktiviertem Serum gearbeitet 
wird, gleichgiltig, ob es sich um Bestimmung der Gerinnungszeit und 
-kraft, oder um die Calciumbestimmungen handelt, andernfalls erhalt 
man unrichtige Ergebnisse. 


Die Caleiumverschiebungen im Serum nach Zufiigung von Thrombo- 
kinase. Um die Calciumverschiebungen vom Ionenzustand zum nega- 
tiven Ca-Komplex festzustellen, wurde der in Tabelle Il wiedergege bene 
Versuch durchgefiihrt. Es wurden 5 cem Serum (S) mit 2 cem physio- 
logischer Kochsalzlésung als Kontrolle und 2 cem von verschiedenen 
Verdiinnungen von Thrombokinase in physiologischer Kochsalz- 
lésung (R), vermischt und dann die Gerinnungszeit und -kraft mit der in 


der vorigen Mitteilung (I. c.) angegebenen Methode bestimmt. Zugleich 
wurde der gesamte Calciumgehalt (Ges.-Ca) und die Menge des nega- 
tiven Ca-Komplexes (n. C.-K.) untersucht. Die Ca-Bestimmungen 


wurden in 2cem Serummischungen durchgefihrt. 


Tabelle LI. 





Gerin- n.C.-K. 
Gerinnungs- nungs- Ges.-Ca n.C.-K. iD %o 
zeit kraft yom 
Ges.-Ca 
Sek. Sek. mg- mg-° 5 


(5eem 8 + 2cem phys. Na) 

0,1 cem + Pl 0,lcem .. nicht geronn, 0 P 1,25 0 100.0 
(Seem S+2cem R)0,1eem 

PY U2 Ok. «kk 80 ; 8,2 i Sf ‘ 109.7 
(6 ecm S + 2 cem R22) 

O1lcem+ Pl 0,lcem . 65 2, 8 178 | 226 1424 
(5 eem S + 2ecem R/4) 

Oleem + Pl Olecem . 0 , 116.8 
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Aus der Tabelle geht hervor, daB die Gerinnungszeit, Gerinnungs 
kraft und der Gehalt an negativem Ca-Komplex unter dem Einflu: 
der Thrombokinase sich parallel aéndern. 

Das mit nicht verdiinnter Thrombokinase (R) aktivierte Serum zeigt 
eine langere Gerinnungszeit, kleinere Gerinnungskraft und kleineren Gehal|t 
an negativem Ca-Komplex, als das mit zweifach verdiinnter Thrombokinas: 
(R/2) aktivierte Serum, was eine Bestétigung der bekannten Tatsache ist, 
daB ein UberschuB8 an Thrombokinase die Gerinnung hemmt. Schwiachere 
Wirkung und der kleinere Gehalt an negativem Ca-Komplex des mit vierfac! 
verdiinnter Thrombokinase (R/4) aktivierten Serums zeugt von eine: 
schwiacheren Aktivierung. Es ist auch zu ersehen, daB das mit unverdiinnte: 
Thrombokinase (R) aktivierte Serum eine kiirzere Gerinnungszeit, dagegen 
kleinere Gerinnungskraft besitzt, als das mit vierfach verdiinnter Thrombo 
kinase (R,/4) aktivierte. Diesen scheinbar widersprechenden Befund werden 
wir in einer folgenden Mitteilung aufklaren. 

Da die aus Tabelle If ersichtlichen Calciumverschiebungen so 
klein sind, kénnte man sie als innerhalb der Fehlergrenze liegend be 
trachten. de Waard gibt die Genauigkeit seiner Methode auf 0,002 mg Ca 
an, was 0,2 mg-°, Ca entspricht, wenn man | ccm Serum zur Analyse 
verwendet, und 0,1 mg-°,, wenn man 2 cem Serum dazu benutzt, wie 
das bei unserem Versuch geschah. Der gréBte Zuwachs an negativem 
Ca-Komplex bei unserem Versuch betraégt 0,51 mg-°%%, liegt also weit 
iiber der Fehlergrenze. Es ist aber noch wichtiger, daB dieser Zuwachs 
bei allen Untersuchungen standig wiedergefunden wurde, was Zufallig- 
keiten ganzlich ausschlieBt. Man kénnte noch einwenden, daB zusammen 
mit der Thrombokinase die Ca-EiweiBverbindungen zum Serum zu- 
gesetzt wurden, und da dieselben den Zuwachs an negativem Ca- 
Komplex im Serum vortaéuschen. Aus den Zahlen der Tabelle I sieht 
man aber, daB, obwohl die gesamte Menge des Calciums mit der Menge 
der zugesetzten Thrombokinase ansteigt, die Menge des negativen 
Ca-Komplexes nicht der gesamten Calcitummenge, sondern dem Grade 
der Serumaktivierung entspricht, also mit der Thrombinmenge paralle| 
lauft. Wir kénnen also die Calciumverschiebung vom Ionenzustand 
zum negativen Ca-Komplex bei der Thrombinbildung als bewiesen 
betrachten. 

Wie wir schon bemerkt haben, hemmt der Uberschu8 der Thrombo- 
kinase die Gerinnung. Der Mechanismus dieser Hemmung beruht aut 
der Bildung kleinerer Thrombinmengen und parallel dazu auf einer 
schwacheren Calciumverschiebung vom Ionenzustand zum negativen 
Ca-Komplex. Es liegt also eine doppelte und gegenseitig antagonistische 
Wirkung der Thrombokinase vor. Und zwar verursachen kleinere 
Mengen von Thrombokinase die Calciumverschiebung vom lonenzustand 
zum negativen Ca-Komplex, gréBere Mengen stéren dagegen diesen 
ProzeB, weshalb die Menge des neugebildeten Ca-Komplexes kleine: 
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wird. Es gibt also eine optimale Menge von Thrombokinase, welche 
die gr6éBtmégliche Thrombinbildung und parallel dazu die  gréBte 
Calciumverschiebung vom lonenzustand zum negativen Ca-Komplex 
verursacht. Kleinere sowie gréBere Mengen wirken in dieser Richtung 
schwicher. 

Ks ist nun festzustellen, wovon die GréBe dieser optimalen Thrombo- 
kinasemenge abhangt. Sie kann nur zu den im Serum vorhandenen 
Gerinnungsfaktoren in Beziehung stehen, und zwar entweder zum 
Caleium oder zum Thrombogen. 


Um dies zu klaren, wurden die auf den Tabellen III und IV wieder- 
gegebenen Versuche durchgefiihrt. Zu dem ersten Versuch (Tabelle IIL) 
wurde das mittels Alkalioxalat entkalkte und durch Dialyse vom Oxalat- 
iiberschuB befreite Serum benutzt. Das Serum wurde mittels CaCl,- 
Lésungen recalcifiziert, und zwar so, daB in einem Teil der CaCl,-Gehalt 
10 mg-°% (S 1), im zweiten 20 mg-°, (S IL) und im dritten 30 mg-°, (8S ILI) 
betrug. Dann wurde jeder von diesen Serumteilen mittels gleicher Menge 
Thrombokinasel6sungen von fallender Konzentration (R, R/2 usw.) aktiviert 
und mit Oxalatplasma auf Gerinnungszeit untersucht. Das auf 10 mg-% 
recalcifizierte Serum verursachte nach der Aktivierung mit verschiedenen 
Thrembokinaselésungen keine Gerinnung von Oxalatplasma ; dieser Versuch 
wurde in der Tabelle nicht aufgenommen. 


Tabelle III. 





Gerinnungszeit 


(SIL +Raa) O.lecem+P10,.leem ..... 17’ 
SH + Rees) O41. + PIO1... .. : 11’ 
(SIL -+R/4aa) 01 . +PI01 , . atte ro 5’: 
(il + BSas) 01 , + PIO , . =... ; 4’ 
(SH + RiGbea0.t , +FGl. .....- 6'¢ 
(STE + Risgaa)GQl 5 + PIO... i. ek 8’ 


(SUI+Raa) O01 . + P10) 
(STII + R/Qaa) 0,1 , + P10,1 
(STIL+ R/4aa) O11 , Pl 0,1 
(SIII+ R/Saa) O11 . + P101 
(S TL + R/16 aa) 0,1 L Pl 01 
(S TIT + R/32aa)01 . + P10,1 


who ee HS Cr 


Aus der Tabelle geht hervor, daB zwar die absolute Menge von 
gebildetem Thrombin vom Calciumgehalt im Serum abhangt, die GréBe 
der optimal aktivierenden Menge von Thrombokinase jedoch (in unserem 
Falle R/8 = Thrombokinaselésung 1: 8) vom Calecitumgehalt im Serum 
nicht beeinfluBt wird. 

Der nachste Versuch (Tabelle 4) soll die gegenseitigen Beziehungen 
zwischen Thrombogen und Thrombokinase klaren. 








442? H. Scheuring: 


Zu diesem Versuch wurde Hundeplasma (Pl) benutzt, welches m 
physiologischer Kochsalzlésung verdiinnt wurde, der wir so viel Na-Oxala 
zusetzten, daB ihr Gehalt dem des Plasmas an Na-Oxalat gleich kam. E 
wurden 60- und 80°,ige Plasmal6ésungen und ungeléstes Plasma benutzt 


welche alle den gleichen Gehalt an Na-Oxalat besaBen. Sieben Proben von 


jeder von diesen Plasmaarten wurden mit einer gleichen Menge von Thrombo 


kinaselésungen von fallender Konzentration gemischt, 0,1 cem jeder diese: 


Mischungen mit 0,1 cem 0,3 °oiger CaCl,-Lésung recalcifiziert und die Ge 


rinnungszeit bestimmt. Die Gerinnungszeit ist in Sekunden angegeben 


Tabelle IV. 





Nr. ,8 R/2 R/4 R/8 R/16 R 32 R 64 
1 60% Pl. .}| 660 165 150 170 200 270 310 
2 ag a og 195 120 145 159 185 225 320 
3 100% Pl. .|| 285 120 150 175 210 265 355 


Aus diesen Daten sind zwei Schliisse zu ziehen: Es ist erstens er- 


sichtlich, daB die das Serum optimal aktivierende Thrombokinasemenge 


vom Thrombogengehalt im Serum abhangig ist. Die 60° ,ige Plasma- 
lésung wurde mit einer 25° igen (R/4)-Thrombokinaselésung, dagegen 
die 80°,ige Plasmalésung und nichtverdiinntes Plasma durch 50 °,ige 
(R/2)-Thrombokinaselésung optimal aktiviert. Es folgt daraus, dab, 
je mehr Thrombogen im Serum vorhanden ist, desto gréBer die optimal 
aktivierende Menge von Thrombokinase ist. 

Zweitens wirkt der ThrombogeniiberschuB auf die Gerinnung 
hemmend. Diese Erscheinung ist bei schwacheren Aktivierungsgraden, 
also bei Aktivierung mittels 1,6°,iger Thrombokinaselésung (R64) 
deutlich sichtbar. Wir sehen, daB bei diesem Aktivierungsgrade die 
Gerinnung um so schneller erfolgt, je weniger iiberschiissiges Throm- 
bogen im Serum vorhanden ist. Da aber die Thrombinbildung der 
Bildung von negativem Ca-Komplex parallel geht, kann man annehmen, 
daB der ThrombogeniiberschuB die Calciumverschiebung vom Ionen- 
zustand zum negativen Ca-Komplex hindert. Diese Erscheinung wird 
spater noch besprochen. Auf diese Weise ist festgestellt, daB die optimal 
aktivierende Menge von Thrombokinase vom Calciumgehalt im Serum 
unabhangig ist, dagegen ist sie dem Thrombogengehalt direkt pro- 
portional. Es wurde auch festgestellt, daB der Uberschu8 sowohl der 
Thrombokinase wie auch des Thrombogens auf den Gerinnungsproze8 
hemmend wirkt, indem er die Bildung des negativen Ca-Komplexes 
hindert. 


Der EinfluB der Caleiumkonzentration im Serum auf die Calcium- 
verschiebung bei der Thrombinbildung. Es ist eine allgemein bekannte 
Tatsache, daB eine Steigerung des Gehalts an Calciumion im Blute bzw. 
Plasma die Gerinnung férdert. Andererseits ist uns ausden Untersuchungen 
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von Barrat (zitiert nach Oppenheimer') bekannt, daB der UberschuB an 
Calcium die Gerinnung hemmt. Barrat hat in seinen Untersuchungen fest- 
gestellt, daB diese Hemmung schon mit 0,05 cem n/10 CaCl,-Lésung auf 
5eem Plasma eintritt. Diese Feststellung Barrats legt den Gedanken nahe, 
daB das Calciumion ahnlich wie die Thrombokinase eine optimale Wir- 
kungskonzentration besitzt und daB der CherschuB desselben die Bildung 
des negativen Calciumkomplexes und damit die Gerinnung hindert. 
Zur Priifung dieser Annahme diente der in der Tabelle V wiedergegebene 
Versuch. Es wurde Serum (8) mit CaCl,-Lésungen in steigender Kon- 
zentration versetzt, spater mit optimaler Menge von Thrombokinase (R) 
aktiviert und auf die iibliche Weise die Gerinnungszeit, der gesamte 
Calciumgehalt und der Gehalt an negativem Ca-Komplex bestimmt. 


Tabelle V. 





. Gerin- | Ges.-Ca_n. C.-K. 
Nr. nungs- 
kraft : - ia 
mg-"/o mg-? 9 7€8.-Ua 
1 (1,6cem S + 0,4 cem physiologische Koch- 
salzlosung + 0,4 cem R) 0.1 com + Pl 
NE i ee eta career oy sui. 7,3 1,6 22.1 
2 (1,6 cem 8S + 0,4 cem 0,2 °-iges Ca Cl, 
+0,4cem R) Olcem+ Pl O.leem . . 4’ 17,4 2,7 15,2 
3 (1,6 cem S + 0,4 eem 0,5 °Qiges Ca Cl, 
+0,4ccm R) Olcem+ P10,leem . .  2'20” -- — 
4 (1,6 cem 8S +04 cem 0,8 °,iges Ca Cly 
+0,4cem R) Oleem+P10.eem .. 1'15" 44,0 6.7 15.5 
5 (1,6 eem 8+ 04 cem 1,0 °,iges Ca Cl, 
+0,4cem R) O.leem+ P1O0.eem .. 1°15" 853 13,5 15.9 
6 (16ecem 8S + O04cem 3,0 °Giges CaCl, 
+0,4ecem R) Ol eem+ P10. cem . . 0°50" — 
7 (1,6cem S + 04cem 5,0°-iges CaCly 
+04cem R) Oleem+ P10. ecem . . 110” 282,35 18.5 6,6 
8 (16ecem S + 04cem 7,0°,iges CaCl, 


+0,4cem R) Olecem+ P10. cem . .  2'20" 379.2 6.6 1,7 


Es sei bemerkt, daB8 der Ca-Gehalt der CaCl,-Lésungen zu diesem 
Versuch nicht genau eingestellt wurde, weshalb der Calciumgehalt nicht 
ganz dem CaCl,-Zusatz entspricht. 

Aus der Tabelle V folgt, daB parallel mit der VergréBerung des 
Calciumgehalts im Serum die Steigerung des Gehalts von negativem 
Ca-Komplex und die Verkiirzung der Gerinnungszeit einhergeht, bis 
zu einer gewissen Grenze, von welcher ab die VergréBerung des Gehalts 
an Caleiumion die Verkleinerung des Gehalts an negativem Ca-Komplex 
und die Verlangerung der Gerinnungszeit verursacht. Wir sehen aber, 


' C. Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungen, 8. 1153. Leipzig 
1925. 
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daB dieser Ubergang nicht scharf ausgepragt ist, was in der nachsten Mit 
teilung naher erértert wird. Jedenfalls ist aus dieser Tabelle ersichtlich 
daB der UberschuB an Calciumion die Gerinnung hemmt, indem er di: 
Bildung von negativem Ca-Komplex verhindert, 

Diese Verhaltnisse ergeben sich iibersichtlicher aus dem Versucl 
der Tabelle VI. Es wurde Hundeplasma (Pl) benutzt, welches 10 Tag: 
im Kisschrank aufbewahrt und auf diese Weise ganzlich von Plattchen 
gereinigt wurde. Das Plasma wurde mit verschiedenen Verdiinnungen 
von Thrombokinase (R) aktiviert und hieraut wurden zu 0,1 cem so 
aktivierten Plasmaproben 0,1 cem CaCl,-Lésungen von 0,1 bis 0,9°, 
zugesetzt und die Gerinnungszeit bestimmt. Die Gerinnungszeit. ist 
in Sekunden angegeben. 


Tabelle VI. 





+ Ol eem Ca Cly-Lisung in °/9 





0.3 0,4 0,5 | 0,6 | 0,7 


(4cem Pl + 1ecm phy- 
sidlogischer Kochsalz- 
losung) O,.leem+ . . — 4800 3960 5400 

(4 cem Pl + 1 cem 
OF eit kee - 170 140 145 5 180 

(4 cem Pl + 1 cem 
OE cGy gk hice 

(4 cem Pl] + 1 cem R/?2) 
Otek IEG 115. 100 105 5 135 140 

(4eem Pl +1 eem R) 

0,1 cem + Eee ae 


150; 120; 125, 135) 150 


140 110 120 125 140 145 


Aus der Tabelle ist ersichtlich, daB das Plasma ohne Zusatz von 
Thrombokinase sehr langsam nach der Recalcifikation gerinnt, dagegen 
verkiirzt der Zusatz von Thrombokinase sehr deutlich die Gerinnungszeit. 
Das beweist also, daB das Plasma durch langeres Aufbewahren im Eis- 
schrank fast den ganzen eigenen Thrombokinasevorrat, jedenfalls 
aber keine erkennbare Menge vom Thrombogen verloren hat. Es ist 
auch ersichtlich, daB das Plasma durch zweifach verdiinnte Thrombo- 
kinase (R/2) optimal aktiviert wird. SchlieBlich folgt aus diesem Versuch, 
daB die optimal wirkende Konzentration vom Calciumion durch Zusatz 
von 0,3 %,iger CaCl,-Lésung erreicht wird. Dieses Optimum bleibt kon- 
stant, obwohl bei der Aktivierung die Thrombokinasemenge stark variiert 
wurde. Das beweist, daB das Optimum der Calciumkonzentration von 
der Thrombokinasemenge unabhangig ist. 

Das mit der gleichen Menge 0,3°,iger CaCl,-Lésung recalcifizierte 
Plasma hat die optimale Ca-Konzentration und es laBt sich errechnen, daB 
diese Ca-Konzentration ungefaihr dem physiologischen Ca-Gehalt des 
Blutes entspricht. 
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Berechnung: Das Plasma enthielt 360 mg-°, Na-Oxalat (1 cem 2 °pige 
Na-Oxalatl6sung auf 9cem Blut). Nach Zusatz von 1eem Thrombokinase- 
losung zu 4ceem Plasma enthalt die Mischung 288 mg-°,, Na-Oxalat.: (Der 
geringe Ca-Gehalt von Plasma und Thrombokinaselésung wurde nicht 
beriicksichtigt.) 0,1 cem enthalt also 0,288 mg Na-Oxalat, entsprechend 
0,238 mg CaCl,. Wir setzen zu 0,1 cem dieses Plasmas 0,1 cem 0,3 °iger 
CaCl,-Lésung (= 0,300 mg CaCl,). Nach Ausfallen des Ca-Oxalats bleiben 
noch 0,062 mg CaCl, in 0,2 cem Plasma, also 31 mg-°, CaCl, oder 
11,2 mg-°, Ca. Diese Ca-Menge entspricht dem physiologischen Ca-Gehalt 
des Hundeblutes. 

Wenn wir nun die kleinste hemmende Menge von CaCl, auf dieselbe 
Weise berechnen, bemerkt man, dab beim Zusatz von 0,4 °oiger CaCl,-Lésung 
die Calciumkonzentration etwa 30 mg-°, betragt. Bei dieser Konzentration 
ist die Hemmung sehr schwach angedeutet, aber sie ist doch feststellbar. 
Die Berechnung des auf der Tabelle V dargestellten Versuchs ergibt genau 
dasselbe. Beim Zusatz von 1° ,iger CaCl,-Lésung (Nr. 5) enthalt das 
Gemisch vom aktivierten Serum und Oxalatplasma 37,5 mg-°, Na-Oxalat, 
das selbstverstandlich auf die Gerinnung hemmend wirkt; beim Zusatz 
von 5° iger CaCl,-Lésung (Nr. 7) enthalt dasselbe Gemisch 82,5 mg-°5 
Ca, also einen groBen UberschuB8 an Calciumionen, welcher wiederum auf 
die Gerinnung hemmend wirkt. Beim Zusatz von 3° iger CaCl,-Lésung 
(Nr. 6), bei welcher die Gerinnung in kiirzester Zeit (50 Sekunden) 
erfolgte, war der berechnete Calciumgehalt im aktivierten Serum etwa 
180 mg-®°, und nach Vermischung mit Oxalatplasma der Calciumgehalt 
dieser Mischung 38 mg-°,, also eine Menge, welche der physiologischen 
Konzentration am nachsten gelegen ist und bei der die hemmende Wirkung 
von CalciumiiberschuB erst sehr schwach angedeutet ist, weshalb auch die 
Gerinnung in kiirzester Zeit erfolgte. 


Wir haben festgestellt, daB die optimale Konzentration der 
Calciumionen vom Thrombokinasegehalt unabhaingig ist. Es_ bleibt 
nun noch festzustellen, ob sie vom Thrombogengehalt abhangt (Ta- 


belle VID). 


Das zu diesem Versuch benutzte Plasma wurde auf dieselbe Weise wie 
im Versuch der Tabelle LV verdiinnt. Jede von diesen drei Verdiinnungen 
wurde mit optimaler Menge von Thrombokinase (R) in dem auf der Tabelle 
angegebenen Mengenverhaltnis aktiviert und sodann je 0,1 cem dieser 
Mischungen mit 0,1 cem CaCl,-Lésung steigender Konzentration (0,1 bis 
0,9 °) recaleifiziert und die Gerinnungszeit in Sekunden bestimmt. 


Tabelle VII. 





+ Ol eem Ca Clo-Lésung in ° 4 


0,3 O04 0,5 0,6 0,7 


(60°, Pl 4cem + Ri4 Lleem) 
EP OMMN i eee he 5/190 175 185 210 
(80% Pl 4ceem + R/4 Leem) 
a ae eee 3° 5 180 220 230 
(100% Pl 4 eem + R/4 1lceem) 


0,1 com 240 250 270 300 





H. Scheuring: 


Aus diesem Versuch folgt, daB die optimale Calciumkonzentratic 
vom Thrombogengehalt abhangt. Wir sehen, daB die kiirzeste Ci 
rinnungszeit der 60°,igen Plasmalésung bei einer Zugabe von 0,4‘ 
Ca Cl,-Lésung, dagegen der 80 °,igen Plasmalésung und des unverdiinnte: 
Plasmas schon beim Zusatz von 0,3°%iger CaCl,-Lésung stattfindet 
Die optimale Calciumkonzentration ist also dem Thrombogengehal' 
indirekt proportional, umgekehrt als bei der Thrombokinase. Wir sehe: 
also, daB das Calciumion, welches einen unentbehrlichen Bestandtei 
des Blutes darstellt, die eventuellen Schwankungen des Thrombogen 
gehalts im Plasma fiir die Gerinnungsbereitschaft des Blutes ausgleichen 
kann. Bei zu grobem Thrombogengehalt bewirkt die Verminderung 
und bei zu kleinem die VergréBerung des Calciumgehalts den Ausgleich 
der Gerinnungsbereitschaft. 

Die auf der Tabelle VII wiedergegebenen Resultate stimmen mit 
den Ergebnissen der Untersuchung tiber den EinfluB der Verdiinnung 
auf den Gehalt an negativem Ca-Komplex im Serum iiberein. Lm un- 
verdiinnten Serum wurde z. B. 1,66 mg-°, an negativem Ca-Komplex 
festgestellt, und in demselben Serum hat sich nach der zweifachen 
Verdiinnung dieser Gehalt auf 1,96 mg-°, erhéht. Die Verdiinnung 
verursacht also eine Vermehrung des negativen Ca-Komplexes im Blute. 
Diese Tatsache erklart einerseits die starkere Thrombinbildung bei 
kleinerem Thrombogengehalt, also bei gr6Berer Verdiinnung von Throm- 
bogen im Serum bzw. Plasma; andererseits erklart sie uns den Mechanis- 
mus der Gerinnungshemmung des Thrombogeniiberschusses. Diese 
Hemmung ist aus der Tabelle VII noch besser als aus der Tabelle 1V 
ersichtlich. Wir sehen, daB die Gerinnungszeiten bei allen CaCl,- 
Konzentrationen, von der gréBten optimalen Konzentration (0,4°%) 
angefangen, um so kiirzer sind, je weniger Thrombogen das Plasma 
enthielt. Den Grund dieser Thrombogenhemmung bildet also die 
Erschwerung der Calciumverschiebung vom Ionenzustand zum negativen 
Ca-Komplex, bei starkeren Thrombogenkonzentrationen. 


Zusammenfassung. 


1. Der Zusatz von Thrombokinase zum Serum verursacht parallel 
mit der Bildung von frischem Thrombin eine Calciumverschiebung 
vom Ionenzustand zum negativen Ca-Komplex. 

2. Diese Calciumverschiebung hangt von der Menge der Thrombo- 
kinase ab, und zwar ist sie am gr6éBten bei optimaler Thrombokinase- 
konzentration im Serum. 

3. Die optimale Thrombokinasekonzentration ist vom Calcium- 
gehalt im Serum unabhangig, dagegen ist sie dem Thrombogengehalt 
im Serum direkt proportional. 
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4. Die Vermehrung des Calciumgehalts im Serum bewirkt eine 
VergréBerung der absoluten Menge des negativen Ca-Komplexes. Der 
Prozentgehalt dieses Komplexes, aus dem Gesamt-Calciumgehalt be- 
rechnet, vermindert sich parallel mit der VergréBerung des Calcium- 
gehalts im Serum. 

5. Die Calciumkonzentration weist ein Wirkungsoptimum auf, 
aber und unter dem die Thrombinbildung und parallel dazu die Caleium- 
verschiebung vom lonenzustand zum negativen Ca-Komplex kleiner 
wird. Dieses Konzentrationsoptimum ist dem physiologischen Calecium- 
gehalt des Blutes gleich. 

6. Das Optimum der Calciumkonzentration ist von dem Thrombo- 
kinasegehalt unabhangig; es ist dagegen dem Thrombogengehalt im 
Serum bzw. Plasma indirekt proportional. 

7. Der Uberschu8 an Thrombogen wirkt hemmend auf die Ge- 
rinnung, indem er die Caleiumverschiebung vom Ionenzustand zum 
negativen Ca-Komplex und parallel damit die Thrombinbildung stért. 





Wirkungsmechanismus von Arsenverbindungen auf die 
Weizensteinbrandsporen’. 
Von 
J. Bodnar, Alexander Terényi und Josef Paskuj. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Debrecen und 
aus dem kgl. ung. pflanzenbiochemischen Institut Budapest) ?. 
(Eingegangen am 24. Juni 1935.) 

Theoretischer Teil. 

Nach friiheren Untersuchungen (1) adsorbieren Sporen aus wasseri- 
gen Lésungen verschiedener Kupfer- und Quecksilbersalze betrachtliche 
Mengen Metallionen bzw. lipoidlésliche Salzmolekiile (HgCl,, Hg Br,) 
Lipoidunlésliche Salzmolekiile [Hg (CN),] wie auch Anionen der Salze 
werden tiberhaupt nicht adsorbiert. Zwischen Adsorption und physi- 
kalischer Wirkung wurde ein bestimmter Zusammenhang festgestellt. 

Es schien interessant, an Steinbrandsporen die Wirkung solcher 
Verbindungen zu untersuchen, welche den wirksamen Metall- oder 
Metalloidbestandteil im Anion bzw. in organischer Bindung enthalten. 
In erster Reihe kénnen hier Arsenverbindungen in Betracht kommen, 
nachdem gegen Weizensteinbrand auch solche Beizmittel bekannt sind, 
welche neben den wirkenden Bestandteilen wie Kupfer und Quecksilber, 
auch Arsen in verschiedenen Formen enthalten. 

Zu unseren Versuchen wurden folgende Arsenverbindungen verwendet : 
a) Arsenite: H,AsO,, K,AsO,, Na, AsO,; b) Arsenate: H,AsO4, K,H AsO,g, 
Na,HAsQ,: c) organische Arsenverbindungen: Arsacetin, Atoxyl, Salvarsan, 
Solarson, Kakodylsiure, Ammoniumamidophenylarsensaure. 

Vorerst untersuchten wir, wieviel Arsen die Steinbrandsporen aus den 
wiasserigen Loésungen dieser Arsenverbindungen adsorbieren kénnen. Nach 
unseren Untersuchungen adsorbieren die Steinbrandsporen aus den erwadhnten 
Arsenveibindungen — mit Ausnahme der Arsensdure (H,AsOq) und des 
Salvarsans — Arsen téberhaupt nicht. 

Aus Tabelle I geht hervor, daB die Steinbrandsporen aus H, AsO, und 
Salvarsan betrachtliche Mengen Arsen adsorbieren. Die adsorbierte Arsen- 
menge steigt bei H,AsO, mit der Konzentration der Lésungen etwas 
an, wahrend sie durch die Versuchsdauer unbeeinfluBt bleibt. Aus 
Salvarsanlésungen verschiedener Konzentration, unabhangig von der 
Versuchszeit und der Konzentration, adsorbieren die Sporen gleiche Mengen 
Arsen. Um zu entscheiden, ob die Arsenadsorption reversibel ist, d. h. ob 
sich das adsorbierte Arsen aus den Steinbrandsporen mit Wasser aus- 
waschen laBt, wurden die mit Arsenl6sungen behandelten Steinbrand- 


' Tilletia tritici (Bjerk.) Winter. — * Die in dieser Mitteilung publi- 
zierten Untersuchungen wurden gréBtenteils noch im Jahre 1929/30 durch- 
gefiihrt. 
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sporen nach dem Filtrieren auf dem Filter mit destilliertem Wasser gut 
ausgewaschen und in den Sporen das Arsen bestimmt. Nach den Daten 
(ebenfalls in Tabelle 1) laBt sich ein groBer Teil rund drei Viertel -~— des 
durch die Steinbrandsporen aus H,AsO, adsorbierten Arsens mit Wasser 
auswaschen, die Adsorption ist also zum groBen Teil reversibel, d. h! eine 
einfache physikalische Adsorption. Dagegen lit sich das aus Salvarsan 
adsorbierte Arsen aus den Steinbrandsporen mit Wasser iiberhaupt nicht 
auswaschen, die Adsorption ist also dabei nicht reversibel. 


Das mit Wasser nicht auswaschbare Arsen wird durch die Stein- 
brandsporen chemisch gebunden. Wird ein wiasseriger Extrakt der 
Steinbrandsporen mit einer Arsenit- oder Arsenatlésung vereinigt, so 
schied sich nach 24stiindigem Stehen nur aus der Hg AsO, enthaltenden 


Lésung — aus der also Arsen durch die Steinbrandsporen adsorbiert 
wurde — ein Niederschlag aus. Es wurde festgestellt, daB der aus- 


geschiedene Niederschlag EiweiBcharakter besitzt und Arsen in einer 
mit Wasser nicht auswaschbaren Form enthalt. Der Arsengehalt eines 
aus dem wiasserigen Extrakt von 1 g Steinbrandsporen unter Wirkung 


von H, AsO, ausgeschiedenen Eiweibniederschlages betragt — auf 1 g 
Sporen berechnet — im Mittelwert 0,2°,, also ebensoviel als die in den 


mit H,AsQO,-Lésung behandelten Steinbrandsporen nach dem = Aus- 
waschen mit Wasser zuriickgebliebene Menge. Das durch die Stein- 
brandsporen aus H,AsQ, adsorbierte und mit Wasser nicht auswasch- 
bare Arsen bleibt also an EiweiB gebunden in den Sporen zuriick. Der 
wasserige Auszug der Steinbrandsporen gibt mit Salvarsan keinen 
Niederschlag, das adsorbierte Arsen wird nicht an Eiwei gebunden, die 
Bindungsform konnte bis jetzt nicht festgestellt werden. 

GemaB der Literatur wurde die Wirkung einiger Arsenverbindungen 
auf die Keimung der Brandsporen (Ustilago Hordei) allein von Binz und 
Bausch (2) untersucht. Sichere Folgerungen lassen sich aber aus den mit- 
geteilten Daten nicht schlieBen. Die Ergebnisse unserer auf 0,1 °jiger 
Ca (NO,).-Lésung durchgefiihrten Keimungsversuche mit Brandsporen, 
welche zuvor mit 0,25°, As enthaltenden Lésungen der untersuchten 
Arsenverbindungen 30 Minuten lang gebeizt, dann mit destilliertem Wasser 
ausgewaschen wurden, sind in der Tabelle Il zusammengefabt. 

Nach Tabelle II erwiesen sich unter den untersuchten Arsenverbin- 
dungen nur H,AsQO, und Salvarsan als wirksam, da die mit diesen 
Mitteln gebeizten Steinbrandsporen nicht auskeimen. Dagegen erwiesen 
sich die tbrigen Arsenverbindungen als wirkungslos und die Keimung 
der Sporen konnte nicht einmal durch Beizung mit mehr als 0,25°, 
Arsen enthaltenden Lésungen verhindert werden. Nur diejenigen 
Arsenverbindungen (H,AsQ0,, Salvarsan) iibten demnach eine Wirkung 
auf die Steinbrandsporen aus bzw. konnten die Auskeimung der Sporen 
auf Ca (NO ).-Lésung verhindern, aus welchen die Sporen Arsen ad- 
sorbieren konnten. Zwischen der As-Adsorption und der biologischen 
Wirkung besteht also ein enger Zusammenhang. 
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Beziiglich der Frage, ob die Steinbrandsporen durch die Beizun, 
mit H,AsQO, oder Salvarsan endgiiltig getétet werden, geben die iy 
Tabelle II] zusammengefaBten Ergebnisse der Keimungsversuche au‘ 
feuchtem Boden eine Antwort. 

Aus Daten der Tabelle LIT geht hervor, daB die mit H, AsO, und 
Salvarsan behandelten Steinbrandsporen auf feuchtem Boden auskeimen 
also die Sporen werden selbst durch diese Arsenverbindungen nicht ge- 
tétet. Das adsorbierte Arsen kann demnach nicht in das Innere der Sporen 
eindringen, sondern wird an der Wand derselben fixiert (beim Beizen 
mit H,AsO, wird das Arsen durch das aus den Sporen herausgeléste 
EiweiB gebunden, das die Sporen hiillenartig umgibt), woraus es durch 
die Bodenfeuchtigkeit ausgewaschen wird, wenigstens in solchem MaBe, 
daB die Sporen ihre Keimungsfahigkeit zuriickgewinnen. Nach unseren 
friiheren Untersuchungen laBt sich das durch die Sporen adsorbierte 
Kupfer mit destilliertem Wasser oder Ca (NO,),-Lésung ebenfalls nicht 
so weit auswaschen, daB die Sporen auskeimen, durch die Boden- 
feuchtigkeit wird aber die Keimung ausgelést, da die mit Kupfersulfat 
gebeizten Sporen auf feuchtem Boden gut auskeimen. 

Nur kurz berichten wir iiber unsere Versuche, nach welchem ein 
groBer Unterschied zwischen den biologischen Wirkungen der Arsenite 
und Arsenate besteht, wenn man die Sporen nach dem Beizen mit Wasser 
nicht auswdscht, sondern die an der Oberflache der Sporen haftende 
Arsensalzlésung eintrocknen laBt. Wenn man so verfahrt, werden die 
Sporen durch Arsenite getétet, wogegen die Arsenate véllig wirkungslos 
sind. Dies ist dahin zu erkléren, daB8 wahrend des Eintrocknens die an 
der Sporenoberflache haftende und sich immer mehr konzentrierende 
Arsenitlésung schon in das Innere der Sporen eindringt und dieselben 
abtétet. 

Im Endresultat erwiesen sich nach unseren Versuchen die Stein- 
brandsporen als besonders geeignetes und leicht zugingliches Versuchs- 
objekt zum vergleichenden Studium der biologischen Wirkung von 
Arsenverbindungen. 

Experimenteller Teil. 

Bestimmung der Arsenadsorption der Steinbrandsporen. In eine gut 
schlieBende Stépselflasche von 200cem Inhalt wurden 1g Steinbrand- 
sporen eingewogen und aus der die untersuchte Arsenverbindung enthalten- 
den Lésung 50 ecm deren Arsengehalt (4) zuvor genau ermittelt worden 
war — zugesetzt. Die Steinbrandsporen wurden mit der Arsenlésung 
15 Minuten bzw. 24 Stunden lang (unter 6fterem Schiitteln) stehengelassen, 
dann durch Filtrierpapier filtriert, im aliquoten Teil des Filtrats das Arsen 
bestimmt (3B) und auf 50cem umgerechnet. Ein Zehntel der Differenz 
zwischen den in Milligrammen ausgedriickten Arsenmengen von A und B 
ergab, in ©, ausgedriickt, die durch die Steinbrandsporen adsorbierte 
Arsenmenge. 
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Das im Sporenfiltrat enthaltene As! laBt sich nach dem Verfahren 
von Gyéry (3) unmittelbar titrieren (4), man mul aber in Betracht ziehen, 
daB auch selbst der wasserige Extrakt der Steinbrandsporen 0,1 bis 0.2 cem 
n/ 10 K BrO,-Lésung verbraucht, was von der beim Titrieren verbrauchten 
K BrO,-Lésung in Abzug zu bringen ist. Die Bestimmung des As‘ im Sporen- 
filtrat erfolgte nach Reduktionsdestillation (5); durch eimen besonderen 
Versuch tiberzeugten wir uns davon, dais aus dem Sporenfiltrat keine 
K BrO,-verbrauchende Verbindung iiberdestilliert. Zur Bestimmung des 
organischen Arsens wurde die Verbindung bzw. ein aliquoter Teil des ein- 
gedampften Sporenfiltrats mit H,SOq und H,O, nach Wober (6) zerstort 
und im Riickstand das Arsen wie oben bestimmt. 


Tabelle I. Arsenadsorption der Steinbrandsporen aus H,AsO, 
und Salvarsan. 





, 


Nach Auswaschen 


As-Gehalt Adsorbiertes As zuriickgebliebenes 
Angewandte ee adsorbiertes As 
As-Verbindung  Versuchslosungen 0, 

oP eee as ees ee 7c ae 

| 0,10 0,68 0,69 0,19 0,18 

0,25 0,75 0,75 0,20 0,20 

H, AsO, - rs | 0,50 0.84 0.84 0.19 0.20 

1.00 0,94 0,97 0,20 0,19 

0,08 1,08 1,12 1,11 1,13 

~e 0,16 1,03 1,14 1,10 1,11 

nic igaiteny ht TE | 0,24 1,08 1,13 1,08 1,12 

0,32 1,12 1,11 1,15 1,10 


Durchfithrung der Keimungsversuche mit Steinbrandsporen. Die Kei- 
mungsversuche auf 0,1 °,iger Ca(NO,),-Lésung und auf feuchtem Boden, 
sowie die Beizung der Sporen zu den Keimungsversuchen wurden auf die 
in einer unseren friiheren Mitteilungen (7) ausfiihrlich bekanntgegebene 
Weise durchgefiihrt. Die das MaB der Sporenkeimung anzeigenden Index- 
zahlen sind dieselben, welche wir in unseren friiheren Mitteilungen gebraucht 
haben. 


Tabelle I]. Keimung der mit Arsenverbindungen gebeizten und 
nach Beizung mit Wasser ausgewaschenen Steinbrandsporen 
auf Ca(NO,),-Lésung. 








Angewendete n - Ss 4 = = : 
As-Verbindung: 2 = S > - & = 3 - 4 = 
= ~ L ~ <- Zo > - = Zz _ 2 
“ D a 77 a = Ly > s - = 4 
at ot el aioe, 2t el et etats - 
ee ae oe oe ee i ee Z Z Z 

Indexzahl der | 
Sporenkeimung|;5, 5 5 O0O* 5 5 5 +> 5 | OF; 5 Aaa: 


nach 3 Tagen 


* Auch nach 15 Tagen keine Auskeimung. 
** Mit destilliertem Wasser behandelte Sporen 
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Tabelle Ill. Keimung der mit H,AsOqy und Salvarsan behandelt: 
Steinbrandsporen auf feuchtem Boden. 





As Gehalt der 


. Indexzahl der Sporenkeimung nach 
Versuchslésungen 


Angewendete 
As-Verbindung 


4 Tagen x 6 Tagen _ 10 Tagen | 15 Tagen 
| 0,25 3 5 — 

H. AsO, 0,50 1 5 “= -- 

1,00 1 5 - - 

0),04 0 5 cast — 
Salvarsan . | re ; 4 5 ii Ph 
| 0,32 0 3 4 5 sie 
hy 

Kontrolle.. . . . ~~ 3 5 — sch 
Als 

Zusammenfassung. est 

1. Die Weizensteinbrandsporen adsorbieren aus H, AsO, und Sal- wi 
varsan cine betrachtliche Menge Arsen (siehe im Text), nicht aber aus apse 
anderen anorganischen und organischen Arsenverbindungen. 2. Zwi- dif 
schen Adsorption und physiologischer Wirkung besteht ein fester Zu- ge! 
sammenhang, denn nur die arsenhaltigen Sporen keimen auf Caleium- ns 
nitratlésung nicht aus. — 3. Das aus H; AsO, adsorbierte und mit Wasser — 
nicht auswaschbare Arsen verbindet sich mit den aus den Sporen mit lic 
der Beizlésung herausgelésten Eiweibstoffen, welche die Sporen hiillen- ries 
artig umgeben. — 4. Das adsorbierte Arsen wirkt aber nur verhindernd fiir 
auf die Sporenkeimung, da die arsenhaltigen Sporen auf feuchter Erde sari 

wegen der Auslésung des Arsens durch die Bodenfeuchtigkeit gut aus- il 

keimen. — 5. Die Arsenite — ohne Abwaschen nach der Beizung — téten Ve 

die Sporen, dagegen die Arsenate nicht, woraus folgt, daB die wahrend de 
des Trocknens der Sporen sich konzentrierende Arsenitlésung in das — 

Innere der Sporen eindringt. _ 
dit 
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Zur Frage nach der Spezifitit der Phosphatase. 


Die phosphatatische Spaltung der Phospho-l-( + )-milehsiiure. 
Von 
Orfeo Turno Rotini und Carl Neuberg. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


Untersuchungen des hiesigen Instituts haben gelehrt, daB die 
Phosphatase einen auBerordentlich weiten Wirkungsbereich besitzt ; denn 
sie zerlegt Phosphorsdure-ester der aliphatischen, aromatischen und 
hydroaromatischen Reihe, einerlei ob die alkoholischen oder phenoli- 
schen Paarlinge von niederem oder hohem Molekulargewicht sind. 
Als hydrolysierbar sind die primaren und sekundéren Phosphorsaure- 
ester sowie die sauren Pyro-phosphorsaure-ester befunden!. Man hat 
sowohl bei ungleicher Wasserstoffionenkonzentration tatige Phospha- 
tasen als auf die verschiedenen Ester-arten abgestimmte Phosphatasen 
differenziert. Somit ist es nicht auffallend, daB auch die relativ einfach 
gebauten Phosphorséure-ester der in mancher Hinsicht leicht ver- 
anderlichen Verbindungen aus der 3-Kohlenstoffreihe enzymatisch 
angegriffen werden; sie sind der reinen hydrolytischen Spaltung zuging- 
lich. Das wurde friihzeitig? fiir Glycerin-phosphorséure, sodann fiir 
racemische® wie fiir die optisch aktive 4 d (—)-3-Phosphoglycerinsaéure, 
fiir die Dioxyaceton-phosphorsaéure ® und die Phospho-brenztrauben- 
siure® festgestellt. DaB auch die Glycerinaldehyd-phosphorséure 
zerlegt wird, ergibt sich mittelbar aus den Untersuchungen ‘ iiber ihre 
Vergarbarkeit sowie ihren Ubergang in Milchsaure. Ahnliches gilt fiir 
den Vorgang, durch den Di-phosphoglycerinséure in’ Brenztrauben- 
saure verwancelt wird >. Eine Ausnahme schien die Phospho-l-milchsdure 
zu machen. Wagner-Jauregg®, dem man eine ausgezeichnete Synthese 
dieser Substanz verdankt, hat unlangst angegeben, dab sie beispiels- 
weise durch Froschmuskel-extrakt nicht spaltbar sei, und er verleiht 
der Vermutung Ausdruck, daB die Phospho-lactate gegeniiber Enzymen 
eine weitgehende Resistenz besdBen. Jiimgst ist nun die scheinbare 


' Lit. bis 1928 siehe bei C. Newberg u. E. Simon in Oppenheimers 
Methodik der Fermente IIT, 423 u. 743, 1929. 2 C. Neuberg u. L. Karezag, 


diese Zeitschr. 36, 64, 1911. 3M. Vogt, diese Zeitschr. 211, 1, 1929. 

' 7. St. Neuberg- Rabinowitz u. R. Lewy, Ann. des Fermentations 1, 41, 
1935. 5 H. Collatz, diese Zeitschr. 278, 364, 1935. 6 K. Lohmann 
u. O. Meyerhof, ebenda 273, 60, 1934. 7 OC. V. Smythe u. W. Gerischer, 


ebenda 260, 414, 1933: G. Embden u. H. Jost, H. 230, 88, 1934. 
8 C. Neuberg, W.Schuchardt u. A. Vercellone, diese Zeitschr. 271, 229, 
1934. ® Th. Wagner-Jauregg, B. 68, 670, 1935. 
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Widerstandsfahigkeit der 6-Glycerin-phosphorsaure (gegen Hefenenzym 
die auch eine Ausnahmestellung einzunehmen schien, als unzutreffen 
erkannt?. 

Es verlohnte sich daher eine Untersuchung dariiber, ob tatsachlic! 
keine Enzyme existieren, welche die 1-Phospho-milchséure angreifen 
zumal diese ein Derivat der am weitesten in der Natur verbreitete) 
Raumform der Milchsaure ist. Es ergab sich, daB das erwahnte Substrat 
sowohl durch tierische als durch vegetabilische Phosphatase spaltba: 
ist. Es wird einerseits von Extrakt aus Kaninchenmuskulatur, andere 
seits von Phosphatase des Aspergillus oryzae, ferner von ober- und 
untergariger Hefe glatt, und zwar praktisch quantitativ, hydrolysiert 
(Ob der Froschmuskulatur, die der Heidelberger Forscher verwendet 
hat, das Ferment fehlt, oder ob die besondere Zubereitung eine 
vielleicht mit relativer Anreicherung von Hemmungskérpern und 
Beseitigung von Aktivatoren verbundene Inaktivierung des Muskel- 
extraktes — das abweichende Verhalten seines Enzympraparats bedingt 
hat, bleibe dahingestellt.) 

Wir gingen von einer vollkommen kristallisierten Milchséure aus, 
die bei 53° schmolz. Trotz dieser Eigenschaften enthielt die scheinbar 
einheitliche Substanz, die iibrigens den gleichen Schmelzpunkt wie die 
von Borsook und Mitarbeitern? dargestellte reine 1-Milchséure aufwies, 
nur rund 90°, |-Milchsaure, wahrend der Rest in Anhydridform vor- 
handen war. Bei der Titration nach Vorschrift des D. A. B. VI 
ergab sich die erwahnte Zusammensetzung. Demzufolge drehte auch 
die Substanz in wasseriger Lésung nach links, da gemaéB den Beob- 
achtungen von Wislicenus® sowie von Jungfleisch und Godchot* die 
Anhydride der dextrogyren | (+)-Milchsaure Linksdrehung aufweisen. 
Das aus dem Ausgangsmaterial durch langeres Kochen mit Zinkoxyd 
bereitete Salz war nahezu reines | (+)-Lactat. 

Die Gewinnung der Phospho-milchséure geschah nach der Vor- 
schrift Wagner-Jaureggs. Es wurden die von ihm angegebenen Aus- 
beuten erzielt. auch die Drehung des durch Umsetzung aus dem Barium- 
salz erhaltenen Kaliumsalzes [a]p ~ 9,649 war so hoch, wie er mit- 
teilt. 

Nach der enzymatischen Spaltung wurde eine Milchsdure isoliert, deren 
Zinksalz nach Kristallisationsart, Zusammensetzung und Drehung als 
Salz der reinen l-(+-)-Milchsdure gekennzeichnet ist. 

Es zeigt sich somit folgendes. Wie die Dioxyaceton-phosphorsaure 
und die Phospho-glycerinséure, die zwar mit mehr oder weniger kom- 


' W. Schuchardt, diese Zeitschr. 278, 164, 1935. — * H. Borsook, 
H. M. Huffmann u. Y. P. Liu, Journ. Bio. Chem. 102, 449, 1933. - 
3 J. Wislicenus, Ann. 167, 322, 1873. 1 BE. Jungfleisch u. M. Godchot, 


C.r. 141, 111, 1905; 142, 637, 1906. 
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pletten zymatischen Fermentsystemen auBer der De-phosphorylierung 
die bekannte Anhydrisierung erleiden (Embden, Meyerhof, Neuberg, 
Parnas, Barrenscheen u. a.), aber bei Fehlen von Begleitfermenten durch 
Phosphatase einfach in die Komponenten gespalten werden (s. 8. 453), 
so wird auch die Phospho-]-milchsaure rein phosphatatisch hydrolysiert 
und dabei in ihre Bestandteile zerlegt, ohne daB eine Abspaltung von 
Wasser, etwa unter Bildung von Acrylsdéure, nachweisbar ware. 


Versuchsteil. 


Das Ba-Salz der Phospho-l-milchsiure war, wie auch bei Wagner- 
Jauregg, nicht vollig rein. Die Analyse ergab folgende Werte: 


Ba P 
(Cs H,OgP), Bag +4H,O. Berechnet: 50,38°,,; 7,58 % ; 
(818) gefunden: 48,61, 47.69%; 7,37, 7,51%%. 


Durch Umsetzung mit K,SO, wurde aus der Bariumsalzlésung das 
Kaliumsalz in Form einer 1,76°,igen Lésung erhalten; diese zeigte im 


2dm-Rohr eine Drehung von « 0,349, woraus sich [a@]p zu — 9,64° 
berechnet. 

Die zur Phosphorylierung verwendete Milchsiure besa in 6,29 ° iger 
Lésung eine Drehung von |[«]}p 11,1°. Dieser hohe Wert ist wahr- 


scheinlich auf einen Gehalt an Anhydrisierungs-produkten zuriickzufiihren, 
von denen nach dem Ergebnis der Titration 11°, vorhanden waren. Das 
aus dieser Milchsiure gewonnene Zinklactat besaB, bezogen auf wasser- 


freies Salz, in 5,04°% iger Loésung eine Drehung von «x = — 0,84° im 
2dm.Rohr. [«]p = 8,33°. 
1. 


Hydrolyse der Phospho-l-milchsdure mit Taka-phosphatase. 


a) 0,0575 g phospho-milchsaures Na in 5cem gelost, 
0,25 g Taka-phosphatase (Sankyo), 
5cem Acetatpuffer (py = 4,9), 
1 ,, m/5 Magnesiumsulfatlésung (als Aktivator), 
O » He; 
5 Tropfen Toluol. 


- 
~— 


0,25 g Taka-phosphatase, 
5ecem Acetatpuffer (pp = 4,9), 
1 ,, m/5 Magnesiumsulfat, 
14 ,, H,O, 
5 Tropten Toluol. 
Die Ansatze wurden bei 37° aufbewahrt; Proben von | cem dienten 
nach 4 und 22 Stunden zur kolorimetrischen Bestimmung der abgespaltenen 
Phosphorsaure. 





ing P, abgespalten aus mg P, abgespalten < . 
J Spaltung in °%/5 
leem Lésung aus dem Substrat in 1 eem I 5 i 


Ansatz | __ tke a, ee : 
i nach 4Std. nach 22Std.| nach 4Std. nach 22Std.. nach 4Std. nach 22 Std. 

a) 0,625 0,755 0,289 0,364 79,5 99,5 

b) 0,336 0,391 oe — 
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» 
~e 


Hydrolyse der Phospho-l-milehsdure durch Extrakt aus Kaninchen-muskeln. 


a 


38,6 mg phospho-milchsaures Natrium in 3 cem Wasser, 
5ecem Citratpuffer py 7,6, 
5 ,,  Kaninchenmuskel-extrakt, 
1 ,, m/5 Magnesiumsulfatlésung, 
5 Tropfen Toluol. 
b) wie a), ohne Substrat. 
c) wie a), py 6,8 (Citratpuffer). 
d 
e) wie a), an Stelle des Citratpuffers 5ccm m/5 Acetatpuffer von 
PH 6,0. 
f) wie e), ohne Substrat. 


wie ¢), ohne Substrat. 


Zur Gewinnung des Kaninchenmuskel-extraktes wurden die Muskeln 
fein zerkleinert, mit der 1'/,fachen Menge Wasser versetzt, gelegentlich 
umgeschiittelt und 3 Stunden im Eisschrank aufbewahrt. Dann wurde 
zentrifugiert und das klare Zentrifugat verwendet. 








sama| ae vomamae || mgzzateneemien ersten | spattang in 7 
Ansatz eet : a Pose M ian eee © ae eer 
nach 2Std nach 4'/,Std. nach 2Std. nach 4!'/.Std.|) nach 2Std. nach 41). Std. 

a) 0,689 0,915 0,294 0,490 49 80,2 

b) 0,395 0,425 —_ aa — _ 

c) 0,714 0,933 0,304 0,508 50,8 84,7 

d) 0,410 0,425 _ — - — 

e) 0,714 0,856 0,298 0,406 48,2 67,6 

f) 0,425 0,450 ans mi ia 


3. 


Spaltung der Phospho-l-milchsdure durch untergdrige Hefe. 


= 


38,6 mg phospho-milchsaures Natrium in 3 cem Wasser, 
5cecem m/5 Acetatpuffer (py 6), 

1,25 g frische untergirige Patzenhofer Hefe in 5 cem Wasser, 
Leem m/5 MgSQ,, 

5 Tropfen Toluol. 





b) wie a), ohne Substrat. 
c) wie a), (py 4,9) (Acetatpuffer). 
d) wie ¢c), ohne Substrat. 
= 2ens > 4" ~ > wt ar £ . 
mg P, abgespalten aus mg P, abgespalten aus dem Spaltung in °/, 
2cem Lisung Substrat in 2eem Lisung 
Ansatz . pa 
nach nach nach nach nach nach nach nach nach 
2 Std. 5 Std. 20 Std. 2 Std. 5 Std. 20 Std. || 2Std. | 5 Std. | 20 Std. 


a) 0,351 0,559 0,820 0,187 | 0,258 | 0,423 | 23.2 43 70,5 
b) 0,214 0,301 0,397 
c) 0,386 0,558 we 


0,140 0,388 — 23,3 48 _— 


d) 0,246 | 0,270 — = i a 
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4. 
eln. H ydrolyse der Phospho-l-milchsdure durch obergdrige Hefe. 
a) 38,6 mg phospho-milchsaures Natrium in 3 ccm Wasser, 
5cem Acetatpuffer (p, 6), 
1,25 g frische obergarige Hefe (Sinner) in 5cem Wasser, 
leem m/5 MgSQ,, 
4 Tropfen Toluol. 
b) wie a), ohne Substrat. 
c) wie a), (py 4,9) (Acetatpuffer). 
e) wie a), (py = 4,1) (Acetatpuffer). 
“on f) wie e), ohne Substrat. 
mg P, abgespalten aus mg P, abgespalten aus dem Spaltung des Substrats 
2cem Lésung Substrat in 2 cem Lésung in ‘ 
eln Ansatz.. ———_—— —— —— - 
cl nach nach nach nach nach nach nach nach nach 
- 2Std. 5 Std 22Std.  2Std.  5Std. | 22Std. | 2Std. 5Std. 22 Std. 
‘de 
a) 0,263 0,510 0,802 0,152 | 0,270 | 0,467 | 253 45 78 
— b) 0,111 0,240 0,335 — — - - — _ 
¢) 0,278 0.405 0,610 0.159 0184 0,300 26.7 30,8 50 
d) 0.119 0,221 0,310 — ~~ “= — _— 
td. e) 0,368 0.518 — 0,228 0,228 38 38 
f) 0,140 0,290 = 2 = = 3 se 
D. 
Isolierung der durch Taka-phosphatase aus Phospho-l-milchsdure 
abgespaltenen Milchsdure. 
a) 2,302 g phospho-milchsaures Na in 100 cem Wasser, 


2g Taka-phosphatase, 

15cem m/10 Magnesiumsulfat, 
10cem m/10 Acetatpuffer (px 
75 cem Wasser, 

2 ,, Toluol. 


b) wie a), ohne Substrat. 


4,9), 





Nach 24 Std. 


Ansatz »P ahoncnalter | Mg P, abgespalten 
pan igh Fr go nce aus dem Substrat Spaltung in ‘ 
iia a in leem Lisung 
=e a) 1,540 0,914 97,3 
b) 0,626 - —- 


Nachdem im Versuch mit Phospho-|-milchsiure die Hydrolyse praktisch 
beendet war, wurden die Lésungen beider Ansitze im Trockenapparat 
von Faust-Heim eingeengt und die Riickstéande durch Aufnehmen mit 
70 %igem Alkohol von EiweibB befreit; die alkoholischen Lésungen wurden 
dann neuerdings konzentriert. Nach Verreiben mit gegliihtem Na,SO, 
konnte bei Ansatz a) aus der eingeengten und mit H,PO, gegen Kongo 
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angesauerten Lésung im Soxleth-apparat Milchsiure extrahiert werde 
Diese wurde nach Verjagen des Athers, Aufnahmen in Wasser und ii! 
licher Reinigung durch Kochen mit ZnO als kristallisiertes Zinklact: 
abgeschieden. 


Ausbeute 0,82 g (C;H;O3),Zn + 2H,O = 60%, der Theorie (ohr 


Verarbeitung der noch kristallisierenden Mutterlauge). 


Bei 110° gaben 0,4696 g lufttrockenes Salz 0,0632 ¢ H,O ab. — 0,2387 ¢ 


Salz lieferten 0,0687 g ZnO. 
(C;H;0;),Zn + 2H,O. Ber.: H,O = 12,9%, ZnO 29,1%; 
gef.: H,O = 13,45%, ZnO = 28,8%. 


0,2716¢ (C,H;0,), Zn + 2H,O = 0,2366 g wasserfreiem Salz in 


10,0 cem Wasser zeigten im 2dm-Rohr eine Drehung von « = — 0,40": 


{x]p — 8,45°. 

Aus dem Kontrollansatz b) konnte, wie zu erwarten stand, kein Zink 
lactat isoliert werden. 

Versuche mit dem Phosphorsaure-ester der d- sowie d, ]-Milchsaure 
stehen noch aus. 
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Dismutation des p-Tolylglyoxals. 
Von 


C. Neuberg und Cl. Ostendorf. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


Der Ketonaldehydmutase kénnen viele Dicarbonylverbindungen als 
Substrate dienen!. Aus Untersuchungen iiber hydrolysierende Fermente2 
wei man, daB aromatische Substanzen 6fter leichter umgesetzt werden, 
und daB sich dabei manchesmal eine erhéhte Reaktionsfihigkeit geltend 
macht, wenn an Stelle von Benzolabkémmlingen Derivate des Toluols 
treten®. Um orientierend zu priifen, ob solche Verhaltnisse auch bei 
dem Oxydoreduktionsenzym zu beobachten sind, zogen wir das p- 
Tolylglyoxal, CH,.C,H,.CO.COH, heran. Es unterliegt der Dismu- 
tation, Besonderheiten haben sich dabei nicht ergeben. Die erzeugte 
p-Methylmandelséure, CH,.C,H,.CHOH.COOH, erwies sich als 
optisch aktiv. Die Héhe des Drehungsvermégens variierte mit der 
Herkunft des Fermentmaterials. Wenn man annimmt, daB die in Frage 
kommenden intermediéren Enzym-substrat-komplexe — ester-artigen 
Gebilden an die Seite gestellt werden kénnen, so sind jene Schwankungen 
vielleicht ahnlich zu erklaren, wie dies fiir das optische Auswahlungs- 
vermégen der d, l-Mandelsaure-ester spaltenden Enzyme geschehen ist‘, 
Die spezifische Drehung der erhaltenen 4-Methyl-mandelséure war 
wohl niemals maximal. Reine optisch aktive 4-Methyl-mandelsaure («- 
Oxy-p-tolyl-essigsaéure) ist u. W. nicht bekannt; wir erhielten aber 
Praparate von starker Drehkraft. 

Zur Gewinnung des _ p-Tolylglyoxals (CH,.C,H,.CO.COH) 
diente als Ausgangsmaterial das p-Tolyl-methyl-keton (CH, .C,H, 
.CO.CHz,): dieses wurde nach der Methode von Claisen mit Amylnitrit 
und Natriumalkoholat in das Iso-nitroso-derivat iibergefiihrt®. Besser 
als mittels der Bisulfit-methode, bei deren Anwendung von Kréhnke® 
aufgeklarte Nebenreaktionen leicht eintreten, gelingt bei diesem Oxim 
der Austausch der Oximino-gruppe gegen Carbonylsauerstoff nach dem 
Verfahren, das Neuberg und Hofmann’ zu einer ergiebigen Darstellung 


1 OC, Neuberg u. E. Simon, ,,Ketonaldehydmutase’ in Abderhaldens 
Handb. d. biol. Arbeitsmethoden, Abt. IV, Teil 2, S. 2225—-2248, 1935. 
2H. D. Dakin, J. of Phys. 32, 202, 1905. 3B. Helferich u. H. Scheiber, 
H. 226, 272, 1934. 4 R. Willstdtter u. H. Kumagawa, H. 146, 151, 
1925; BH. Bamann u. P. Laeverenz, B. 63, 2939, 1930; P. Rona, R. Ammon 
u. M. Werner, diese Zeitschr. 217, 42, 1930. 5 H. Miiller u. H. v. Pech- 
mann, B, 22, 2560, 1884. 6 F. Kréhnke, Dissertation, Berlin 1928. 

7 C. Neuberg u. E. Hofmann, diese Zeitschr. 229, 443, 1930. 
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von Phenylglyoxal ausgearbeitet haben. Das so durch Behandlung mit 
Nitrosyl-schwefelsaure bereitete Tolylglvoxal-hydrat wurde zur vollige: 
einigung in moglichst wenig warmem Ather gelést, filtriert und unte: 
Kiskiihlung durch vorsichtige Zugabe des gleichen Volumens Petrol 
ather kristallinisch abgeschieden. F.nach dem Absaugen und Trocknen 
101°. 

I. B. ascendens. 

Eine in Massenkultur rein geztichtete Menge von B. ascendens, 
entsprechend 16,9g Trockensubstanz, wurde in 1800 cem_ physio- 
logischer Kochsalzlésung suspendiert; dann wurde CaCO, (3,0 g) hin- 
zugegeben, wahrend 10 Minuten mit Permanganat gewaschenes Kohlen- 
dioxyd eingeleitet und 1 g p-Tolylglyoxal-hydrat, in 200 cem_ physio- 
logischer Kochsalzlésung gelést, hinzugetiigt. Nach Zusatz von 10 eem 
Toluol wurde die Mischung im Thermostaten bei 37° unter 6fterem 
Schitteln aufbewahrt. 

Nach 20 Stunden fiel in einer filtrierten’ Probe die Reaktion mit 
p-Nitrophenylhydrazin-acetat auf das Ausgangsmaterial negativ aus. 

Das Gesamtgemisch wurde zentrifugiert, von der erhaltenen Lésung 
wurden 2000 cem mit Kaliumearbonat zur Entfernung aller Calcium- 
ionen versetzt und nach Filtration auf dem Wasserbade bis auf etwa 
200 ccm eingeengt. Dann wurde mit dem doppelten Volumen absoluten 
Alkohols in der Hitze gefallt und filtriert. Der Niederschlag wurde dann 
viermal mit je 400 cem 75° ,igem Sprit extrahiert. Alle Ausziige wurden 
mit dem Filtrat der ersten Alkoholfallung vereinigt. Nach Abdampfen 
des Weingeistes wurde der Riickstand in heiBem Wasser aufgenommen 
und filtriert. Die mit verdiinnter Schwefelsiure angesdéuerte Flissigkeit 
wurde darauf sechsmal ausgeathert. Nach dem Trocknen der atherischen 
Lésung tiber gegliihtem Natriumsulfat wurde das Solvens aus einem 
vorher gewogenen K6lbchen verdampft. Ausbeute an p-Methylmandel- 
siure (),27 g. 

Schmelzpunkt der aus Wasser umkristallisierten Substanz 140°. 
Drehung (in alkoholischer Lésung): [x]) = 71,9°. 

0,0212 g Substanz verbrauchten 1,37 cemn/10 NaOH; ber.: 1,28 cem 
n/l0 NaOH. 

4,912 mg Substanz gaben 11,67 mg CO, und 2,67 mg H,0O. 


CyH,903. Ber.: C = 65,06%, H = 6,02 %; 
(166) —-gef.: C = 64,80%, H = 6,16 %. 





Zur Kontrolle waren 45 cem der gleichen Bakteriensuspension, die 
zuvor gekocht war, unter Zugabe von 0,125 g p-Tolvlglyoxal-hydrat 
und 3cem Toluol mit physiologischer Kochsalzlésung auf ein Volumen 
von 500 cem gebracht. Von diesem Gemisch wurden unmittelbar nach 
Anstellung des Versuchs und zum SchluB (nach 24 Stunden) 100 cem 
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abgenommen und zentrifugiert : in 50 cem Zentrifugat wurde der Gehalt 

an p-Tolylglyoxal durch Ermittlung der Quantitat des zugehdérigen 

p-Nitrophenylosazons festgestellt. 
Gefunden zu Beginn des Versuchs: 0,0250 g Osazon, 
gefunden am Ende des Versuchs: 0,0248 g Osazon. 


Il. Bacterium coli, 
13.45 g Bakterien (Trockensubstanz), 
1000 ccm physiologische Kochsalzlésung, 
lg p-Tolylglyoxal-hydrat, 
10 cem Toluol. 
Temperatur 37°. 
Osazonreaktion nach 72 Stunden beinahe vollstaéndig negativ. 
Aufarbeitung wie zuvor beschrieben. 
Ausbeute: 0,24 g p-Methylmandelsaure. Schmelzpunkt nach dem 
Umkristallisieren: 130°. [x], 54,819. 


Ill. B. lactis aerogenes. 

30,78 g Bakterien (Trockensubstanz), 

3000 cem physiologische Kochsalzlésung, 

15g p-Tolvlglvoxal-hydrat 

15 cem Toluol. 

Bei 37° war das Substrat erst nach 96 Stunden dismutiert. Die 
weitere Behandlung geschah wie zuvor. Ausbeute: 0,66g. F. 130°. 
{a], = — 94,24°. 

IV. Termobact. Lindner. 

35,46 g Bakterien (Trockensubstanz), 

900 cem physiologische Kochsalzlésung, 

1 g Substrat, 

100 cem Hefenkochsaft (als Co-Ferment), 

5eem Toluol. 

Temperatur 37°. Osazonprobe nach 16 Stunden bereits vollig 
negativ. 

Die iibliche Aufarbeitung lieferte 0,5 g p-Methylmandelsaure. 
F. = 129. [aly = — 116,9°. 

V. Oberhefe. 

50 g obergarige Hefe (Sinner), 

1000 cem physiologische Kochsalzlésung, 

lg p-Tolylglyoxal-hydrat, 

10 cem Toluol. 

Temperatur 37°. Nach 16 Stunden alles Substrat umgesetzt. Aus- 
beute an p-Methylmandelsdure 0,49 g. F. = 129°. [a]!p — 117,18°. 
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VI. Erbsenmehl. 
Zu 82°, keimfahige Zuckererbsen wurden fein gemahlen. 
100 g Erbsenmehl, 
2000 ccm physiologische Kochsalzlésung, 
lg Substrat, 
20 cem Toluol. 


Digestion bei 37°. Das p-Tolylglyoxal war nach 43 Stunden ver- 
schwunden. Ausbeute: 0,56g. F. = 128°. [x], = — 126,859. 


4,887 mg Substanz ergaben: 11,66 mg CO, und 2,64 mg H,0O. 


C,H, 903. Berechnet: C = 65,06°, H = 602%; 
(166) gefunden : C = 65,07%, H = 6.05%. 





Ubersicht. 
Angewandte Ausbeute Praga ei 
ee ae er Menge an p-Methyl- | der p-Methyl- 
Rasymmotertal p-Tolylglyoxal- mandelsiure | mandelsture l@]p 
hydrat in g ing oc 
I. B. ascendens . 1,0 0,27 140 — 71,9° 
II. B. coli. Sg 1,0 0,24 130 — 54,81° 
III. B. lactis aerogenes 1,5 0,66 130 — 94,24° 
IV. Termob. Lindner 1,0 0,50 129 —116,9° 
V. Oberhefe Sinner 1,0 0,49 129 —117,18° 
VI. Erbsenmehl 1,0 0,56 128 | —126,85° 
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Reines Cytochrom ec. 
Vorlaufige Mitteilung. 
Von 
Hugo Theorell. 


(Aus der physiologisch-chemischen Abteilung des Karolinischen Instituts, 
Stockholm.) 


(Eingegangen am 21. Juli 1935.) 


Das Cytochrome von D. Keilin wurde aus Rinder- oder Pferde- 
herzfleisch in folgender Weise dargestellt: Zerkleinerung in der Fleisch- 
maschine, Entfettung mit Aceton und Benzol, Lufttrocknen, Mahlen 
in der Kugelmiihle, dreimalige Extraktion des Trockenpulvers mit 
Wasser, dann Extraktion des Cytochroms aus dem Riickstande mittels 
n/10 Schwefelséure, Neutralisieren mit Natronlauge, Filtrieren, Ein- 
dampfen der Mutterlauge auf ein kleines Volumen, Filtrieren, Dialyse 
der Mutterlauge, Fallen und Umfallen des Cytochroms mit Aceton, 
Entfernung weiterer Verunreinigungen durch Ammoniumsulfat bei 
70% iger Sattigung, Fallen der Hauptmenge des Cytochroms durch 
Sattigung mit Ammoniumsulfat bei 55°, Dialyse. Die so erhaltenen 
Praparate enthielten 0,17 bis 0,25°%, Eisen. Durch Kataphorese nach 
den vom Verfasser angegebenen Methoden! wurden Praparate mit 
0,31 bis 0,33°, Eisen erhalten. Eine weitere Reinigungsmethode war 
die Faéllung des Cytochroms mit Pikrolonséure, wobei nach Entfernung 
der Pikrolonséure aus dem Cytochrompikrolonat Praéparate mit 0,34°%% 
Eisen erhalten wurden. 

Ich habe verschiedene Griinde, anzunehmen, daB diese Praparate 
rein waren. Das Cytochrom c lag darin hauptsachlich in der oxydierten 
Form vor (flache Bande bei 515 bis 540 mu). Die Ausbeute war etwa 
lg pro 100 kg Fleisch. 

Das reine Cytochrom ec enthalt ebensoviel Eisen wie das Hamo- 
globin und das Myoglobin®. Der Stickstoffgehalt ist auffallend niedrig, 
etwa 14%. Das Cytochrome ist ein stark basischer EiweiBkérper, 
dessen isoelektrischer Punkt nach meinen Kataphoresebestimmungen 
bei pu 9,7 (!) liegt. Es ist in bei Zimmertemperatur gesattigter Am- 
moniumsulfatlésung erheblich léslich; von Aceton wird es dagegen aus 
wasseriger Lésung auffallend leicht gefallt. 

Nach Keilin laBt sich das reduzierte Cytochrome mit Kupfer- 
sulfat, mit Ferricyankalium und ferner durch Sauerstoff in saurer 


| H. Theorell, diese Zeitschr. 275, 1, 1934; 278, 291, 1935. — * Derselbe, 
ebenda 252, 1, 1932. 
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oder alkalischer Lésung zu oxydiertem Cytochrom umwandeln. Di: 
Befunde kann ich wohl bestatigen, nicht aber die Angabe Keilin: 
wonach man zur Oxydation auch Wasserstoffsuperoxyd verwende;, 
kénnte. Unter der Einwirkung kleiner Mengen von Wasserstoffsup 
oxyd wird das Cytochrome schnell zerstért. Es werden braune Pro. in 
dukte gebildet, die mit Natriumhydrosulfit nicht mehr reduziertes 
Cytochrom geben. 

Schiittelt man oxydiertes Cytochrome mit Platin und Wassersto/; 


so wird das Cytochrom unter Aufnahme von einem halben Mol Wassersto/} - 
pro I Atom Eisen reduziert. Offenbar findet also die folgende Reaktion a 
statt: wi 
Fe" OH +H = Fe” + H,0. a 
Das Cytochrome ware nach meinen Befunden dasjenige bisher 
fehlende Glied in der Kette der Oxydationsfermente, das die Briick: 
bildet zwischen dem Warburg schen, eisenhaltigen, sauerstoffibertragenden oe 
,,Atmungsferment’’ und den wasserstoffliefernden Fermentsystemen, wii Bu 
Co-Fermente, ,,Zwischenfermente’ und ,,Dehydrogenasen*. oe 
Experimentelles. Oh 
Ich fand mit Platinmohr als Katalysator: Ch 
1. pu 7,5, Phosphatpuffer. 3,24.10-® Mole oxydiertes Cyto- 
chrom ¢ nahmen bei 22°C in 30 Minuten 37,2 emm H, = 1,66 . 10-® Mole 
H, auf. Nach den 30 Minuten erfolgte keine Wasserstoffaufnahme 
mehr. 1,66: 3,24 = 0,51 Mole H, pro 1 Atom Fe. De 


2. px 5, Acetatpuffer. 3,13. 10-* Mole oxydiertes Cytochrom 
nahmen bei 23°C in 70 Minuten 34,5emm H, = 1,54 Mole Hy, auf. 
1,54: 3,13 = 0,49 Mole H, pro 1 Atom Fe. 

3. pu 5, Acetatpuffer. 2,32.10-® Mole oxydiertes Cytochrom c 
nahmen bei 22,5°C in 60 Minuten 27,2cmm = 1,21 Mole H, aut. De 
1,21 : 2,32 = 0,52 Mole H, pro 1 Atom Fe. 
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